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RESUMO 
 
 
As leishmanioses são doenças causadas por um protozoário intracelular pertencente à 
ordem Kinetoplastida, da família Trypanosomatidae, do género Leishmania. Os 
parasitas são transmitidos aos hospedeiros vertebrados por dípteros pertencentes à 
sub-família Phlebotominae. 
Devido à inexistência de vacinas a quimioterapêutica continua a representar o único 
mecanismo de prevenção e controlo. Os fármacos de primeira linha para o tratamento 
da leishmaniose visceral continuam a ser os antimoniais pentavalentes e a 
anfotericina B (AMB). A AMB lipossómica está a ser cada vez mais utilizada como 
1ª linha. O conhecimento do(s) mecanismo(s) utilizados pelos parasitas, responsáveis 
pela resistência, é fundamental de modo a permitir o desenvolvimento de novos 
fármacos anti-Leishmania que possam substituir e/ou complementar os fármacos 
existentes, de uma forma eficaz assim como contribuir para o desenvolvimento de 
metodologias para avaliar e monitorizar a resistência.  
Espera-se do modelo animal a reprodução da infecção na Natureza. Os modelos 
canino e murino têm ajudado na compreensão dos mecanismos responsáveis pela 
patogénese e pela resposta imunitária à infecção por Leishmania.  
 
Sendo o cão o principal hospedeiro da infecção por L. infantum e o principal 
reservatório doméstico da leishmaniose visceral humana, procedeu-se à 
caracterização da evolução da infecção experimental em canídeos de raça Beagle 
através da análise clínica, hematológica, histopatológica, parasitária, assim com 
através da resposta imunitária desenvolvida. As alterações hematológicas observadas 
foram as associadas à leishmaniose visceral: anemia, leucopenia, trombocitopenia 
com aumento das proteínas totais e da fracção gama-globulina, e diminuição da 
albumina. Histologicamente observou-se nos órgãos viscerais uma reacção 
inflamatória crónica, acompanhada por vezes da formação de granulomas ricos em 
macrófagos. Apesar de todos os animais terem ficado infectados (confirmado pela 
presença do parasita nos vários tecidos e órgãos recolhidos na necrópsia), os únicos 
sinais clínicos observados transitoriamente foram adenopatia e alopécia. As técnicas 
moleculares foram significativamente mais eficazes na detecção do parasita do que os 
métodos parasitológicos convencionais. As amostras não invasivas (sangue periférico 
Resumo 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
XXV 
 
e conjuntiva) mostraram ser significativamente menos eficazes na detecção de 
leishmanias. No nosso modelo experimental não se observou a supressão da resposta 
celular ao antigénio parasitário e confirmou-se que, apesar de não protectora, a 
resposta humoral específica é pronunciada e precoce. A bipolarização da resposta 
imunitária Th1 ou Th2, amplamente descrita nas infecções experimentais por L. 
major no modelo murino, não foram observadas neste estudo. O facto dos animais 
não evidenciarem doença apesar do elevado parasitismo nos órgãos viscerais poderá 
estar relacionado com a expressão simultânea de citocinas de ambos os tipos Th1 e 
Treg, no baço, fígado, gânglio, medula óssea e sangue periférico.  
 
Neste estudo também se caracterizou o efeito da saliva do vector Phlebotomus 
perniciosus na infecção experimental de murganhos BALB/c com estirpes de L. 
infantum selvagem e tratada com AMB, inoculadas por via intradérmica. A 
visceralização da infecção ocorreu após a utilização da via de administração do 
inóculo que mais se assemelha ao que ocorre na Natureza. Apesar da disseminação 
dos parasitas nos animais co-inoculados com extracto de uma glândula salivar ter sido 
anterior à do grupo inoculado apenas com parasitas, não se detectaram diferenças 
significativas na carga parasitária, entre os três grupos, ao longo do período de 
observação pelo que, embora a saliva do vector esteja descrita como responsável pela 
exacerbação da infecção, tal não foi observado no nosso estudo. O aumento de 
expressão de citocinas esteve relacionado com o aumento do parasitismo mas, tal 
como no modelo canino, não se observou bipolarização da resposta imunitária. Os 
animais dos três grupos infectados parecem ter desenvolvido nos diferentes órgãos 
uma resposta mista dos tipos Th1 e Th2/Treg. Contudo, verificou-se a predominância 
da expressão Th1 (TNF-α), no fim do período de observação, o que pode estar 
relacionado com a resolução da infecção.  
Por outro lado, a presença de parasitas na pele dos animais inoculados com a 
estirpe L. infantum tratada com AMB permite colocar a hipótese da existência de 
parasitas resistentes na Natureza e destes poderem ser transmitidos.  
 
Após se ter verificado que a estirpe de L. infantum tratada com AMB tinha a 
capacidade de infectar e visceralizar no modelo murino, analisou-se o seu 
comportamento em dois dos principais vectores de L. infantum, Lutzomyia 
longipalpis e P. perniciosus. Os parasitas tratados com AMB apresentaram uma 
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menor capacidade de permanecerem no interior do vector assim como um 
desenvolvimento mais lento apontando para uma menor capacidade de transmissão 
das estirpes resistentes a este fármaco, pelo que o tratamento com AMB poderá ser 
favorável à prevenção e controlo através da interrupção  do ciclo de vida do parasita. 
 
De modo a determinar in vitro a susceptibilidade de Leishmania aos diferentes 
fármacos utilizados na terapêutica da leishmaniose humana e canina (Glucantime®, 
Fungizone®, miltefosine e alopurinol) comparou-se o sistema de promastigotas 
axénicos com o sistema amatigota-macrófago. Verificou-se que, para as estirpes 
estudadas, os resultados de ambos os sistemas não apresentavam diferenças 
significativas sendo a utilização do primeiro mais vantajosa ao ser menos moroso e de 
mais fácil execução. Seleccionaram-se estirpes quimio-resistentes in vitro, por 
exposição prolongada a doses crescentes de AMB, tendo-se verificado que os 
parasitas tratados, apresentaram  uma menor susceptibilidade do que os não tratados à 
acção dos fármacos estudados, com excepção do alopurinol. A diminuição da 
susceptibilidade das estirpes aos fármacos utilizados poderá facilitar a dispersão de 
parasitas multiresistentes. Sendo a apoptose um dos mecanismos utilizados pelos 
parasitas para evitar a indução de uma resposta imune por acção de compostos anti-
Leishmania, determinou-se o número de amastigotas apoptóticos assim como a 
produção de TNF-α e IL-10 pelos macrófagos tratados. Concluiu-se que os 
compostos conseguiram suprimir a produção de IL-10, inibidora da activação dos 
macrófagos, contudo nem a produção da citocina pro-inflamatória TNF- α nem a 
apoptose pareceram ser os principais mecanismos responsáveis à sobrevivência dos 
parasitas  ao contacto com os fármacos.  
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SUMMARY 
 
 
Leishmaniasis is a parasitic disease caused by an intracellular protozoan belonging to 
the genus Leishmania and is transmitted between mammalian hosts by phlebotomine 
sand flies. Due to the inexistence of an effective vaccine, control and prevention 
relies mainly on chemotherapy. First-line drugs include pentavalent antimonials and 
amphotericin B (AMB) and its lipid formulation. A better understanding of resistance 
mechanism(s) would allow the development of new drugs which could 
substitute/complement the actions of the existing ones, as well the development of 
new diagnostics assays which could evaluate/monitor resistance. Animal models 
should mimic what happens in natural infection. The canine and murine models have 
proven useful in understanding the mechanisms of pathogenesis as well as the 
immunological response to Leishmania infection. 
 
Since dogs are the main domestic reservoir hosts of L. infantum infection, we 
followed-up an experimental leishmaniasis canine infection. Clinical, haematological, 
histophatological, parasitological as well as humoral and cellular immunological 
parameters were analysed. The main haematological alterations were the ones 
commonly associated with visceral leishmaniasis: anaemia, leucopenia, 
thrombocytopathy and total proteins increasing with hyperglobulinemia.  
Histopathological analysis revealed a chronic inflammatory reaction in visceral 
organs, in some cases associated with granulomas rich in macrophages. Although all 
animals were infected (confirmed by parasite detection in all tissues and organs at 
necropsy), transient lymphadenopathy and alopecia were the only clinical signs 
observed. Molecular techniques were significantly more efficient in detecting parasite 
compared to “classic” parasitological techniques. Non-invasive samples (peripheral 
blood and conjunctiva) were less efficacious to detect Leishmania. In our model there 
was no suppression of cellular immune response to specific parasite antigen and  
humoral response although precocious and intense, was non-protective. The Th1/Th2 
bipolarised immune responses, thoroughly described in the murine model of L. major 
experimental infections, were not observed in our model. The lack of clinical signs, 
despite the high parasite load observed in visceral organs, could be associated with a 
mix Th1/Treg response in the different tissues/organs analysed. 
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In this study we also analysed the effect of Phlebotomus perniciosus saliva in 
BALB/c mice intradermally infected with L. infantum wild type or with an AMB in 
vitro treated strain. The use of intradermal inoculation, which is closer to what 
happens in the natural course of infection due to transmission by the bite of a 
phlebotomine sand fly, allowed the visceralization of infection. Although mice co-
inoculated with saliva showed parasite dissemination precocity to the internal organs, 
no significant difference in the parasite load was observed between groups. Cytokine 
expression was related with an increase of parasite load, but as was the case in the 
canine model, no Th1/Th2 bipolarised immune response was observed. All infected 
mice developed a mixed immune response in different tissues, with concomitant 
production of Th1, Th2 and Treg cytokines. However, at the end of experiment, the 
Th1 pro-inflamatory cytokine TNF–α was the most expressed and could be related 
with resolution of infection and parasite clearance. On the other hand, the presence of 
AMB treated parasites in the skin of the animals allowed us to hypothesized that 
AMB resistant strains could arise and be transmitted in Nature as a result of increased 
clinical used of AMB therapy .  
 
After confirming that L. infantum AMB-treated parasites could infect and visceralize 
in the murine model, we analysed its capacity to develop in the two main L. infantum 
vectors, Lutzomyia longipalpis and P. perniciosus. Despite the low infection rate, 
promastigotes of AMB-treated strain were able to develop late-stage infections in the 
midgut of both sand flies species tested. Although more studies are needed to 
determine the vectorial capacity of sand flies to transmit AMB-resistant parasites, it 
seems that they have a lower capacity to be transmitted, so intentional selection of 
AMB-resistant parasites could be used in addition to control and prevent Leishmania 
transmission.  
 
Axenic promastigotes and intracellular assays were compared in order to determine in 
vitro Leishmania susceptibility to the main drugs used in human and canine therapy 
in Portugal (Glucantime®, Fungizone®, miltefosine and allopurinol). Since no 
significant differences were observed between both assays, axenic promastigotes 
assays are easier to perform and less time-consuming. AMB treated parasites were 
obtained by subculturing promastigotes in media containing increasing concentrations 
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of this drug. AMB treated parasites were less susceptible than WT to Glucantime®, 
Fungizone® and miltefosine, except to allopurinol. The decreased susceptibility to 
the drugs currently used in chemotherapy could facilitate the spreading of 
multiresistant strains. Since most of anti-Leishmania drugs´action depends on host´s 
immune response and as parasites use apoptosis as one of the mechanism to avoid it, 
we determined the number of apoptotic amastigotes as well as TNF-α and IL-10 
production by infected and treated macrophages. It was verified a decreased IL-10 
production by macrophages after drug treatment but neither TNF-α or apoptosis 
seemed to be the main mechanisms responsible for parasites’ survival after treatment.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Objectivos 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
XXXII 
 
 
 
OBJECTIVOS 
 
 
O presente estudo teve como objectivos principais (i) contribuir para o 
conhecimento do(s) mecanismo(s) responsáveis de susceptibilidade e/ou resistência 
de Leishmania aos principais fármacos utilizados na terapêutica das leishmanioses, 
(ii) caracterizar a evolução da infecção por L. infantum em modelo animal e avaliar os 
parâmetros importantes para análise da eficácia de moléculas candidatas a 
(imuno)terapia, (iii) caracterizar o efeito da saliva do vector Phlebotomus perniciosus 
na infecção, em modelo animal, com estirpes de L. infantum selvagem e tratada com 
fármaco anti-Leishmania assim como (iv) caracterizar o comportamento destas duas 
estirpes na infecção dos vectores.   
 
 
Contribuição para o conhecimento do(s) mecanismo(s) responsáveis pela 
susceptibilidade de Leishmania a fármacos:  
1. Estabelecimento de um sistema modelo in vitro para o estudo da 
susceptibilidade/resistência dos parasitas a diferentes fármacos. 
2. Selecção de estirpes quimio-resistentes in vitro por exposição prolongada a 
doses crescentes de anfotericina B.  
3. Correlacionar os vários fenótipos de resistência com polimorfismos do gene 
mdr . 
4. Avaliação da resposta imunitária celular pela análise in vitro da produção 
das citocinas. 
 
 
Caracterização da infecção no modelo canino: 
1. Exame clínico dos canídeos de raça Beagle infectados experimentalmente 
por L. infantum e determinação laboratorial dos parâmetros hematológicos e 
proteinograma.  
2. Análise parasitária. Determinação da presença do parasita por “métodos 
clássicos” (microscopia e cultura) e quantificação da carga parasitária por reacção em 
cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR). 
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3. Análise da resposta imunitária. Avaliação da resposta humoral por pesquisa 
de anticorpos circulantes e da resposta celular, pela análise in vitro das respostas 
linfoproliferativas específicas e inespecíficas desenvolvida pelos linfócitos e pela 
produção de nitritos pelos macrófagos dos animais inoculados. 
4. Caracterização da expressão génica de citocinas (Th1, Th2 e Treg) nos 
diferentes órgãos e tecidos pela técnica de transcritase reversa da reacção em cadeia 
da polimerase (RT-PCR). 
 
 
Caracterização da infecção no modelo murino: 
1. Quantificação e análise da cinética do parasitismo ao nível dos diferentes 
órgãos e tecidos de grupos de murganhos BALB/c inoculados com uma estirpe L. 
infantum selvagem, com estirpe tratada com anfotericina B (AMB) e em animais co-
inoculados com saliva de Phlebotomus perniciosus. 
2. Análise da resposta imunitária. Avaliação da resposta humoral através da 
pesquisa de anticorpos circulantes. Avaliação da resposta celular desenvolvida no 
baço pela análise in vitro das respostas linfoproliferativas específicas e inespecíficas, 
assim como pela produção de nitritos pelos macrófagos peritoneais dos animais 
inoculados. 
3. Caracterização da expressão génica de citocinas (Th1, Th2 e Treg) nos 
diferentes órgãos e tecidos pela técnica de qRT-PCR. 
 
 
Caracterização da  infecção no vector:  
1. Determinação da percentagem de flebótomos infectados e da intensidade da 
infecção dois e dez dias após alimentação artificial com a estirpe L. infantum 
selvagem e com a tratada com AMB.  
2. Determinação da localização dos parasitas no interior dos flebótomos. 
3. Determinação da capacidade da estirpe tratadas com AMB se desenvolver 
no interior do vector de modo a antecipar a possibilidade de na natureza aparececem 
isolados resistentes ao fármaco. 
 
 CAPÍTULO I 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUÇÃO 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introdução 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
3 
 
 
As leishmanioses são doenças causadas por um protozoário intracelular 
pertencente à ordem Kinetoplastida, da família Trypanosomatidae, do género 
Leishmania Ross, 1903 (Lainson & Shaw, 1987).  
 
 
1. Parasita 
Como todos os membros da família Kinetoplastida, o protozoário Leishmania 
apresenta um cinetoplasto, um núcleo e um único flagelo. Todas as espécies do 
género Leishmania têm duas formas no seu ciclo de vida: uma forma promastigota, 
no insecto vector, e uma forma amastigota, no hospedeiro vertebrado (Figura 1.1). 
 
 
Figura 1. 1. Formas amastigotas (a.) e promastigotas (b.) de Leishmania spp. 
 
C. Maia C. Maia
 
 
 
As formas promastigotas são as formas encontradas no aparelho digestivo do 
vector e que podem também ser obtidas em culturas in vitro, a partir de tecidos 
parasitados dos hospedeiros vertebrados. Estas formas móveis, com 10-20 µm de 
comprimento e 1.5-3.0 µm de largura, possuem um flagelo livre, de comprimento 
variável, que emerge do corpo basal na extremidade anterior da célula, conferindo 
mobilidade ao parasita. O núcleo encontra-se numa posição central e o cinetoplasto 
localiza-se entre o núcleo e a extremidade anterior da célula. 
 
a. b. 
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No hospedeiro vertebrado, as formas amastigotas surgem como formações 
ovóides ou arredondadas, com 2.5 a 6.8 µm de comprimento, sem flagelo livre. São 
formas obrigatoriamente intracelulares, parasitando as células fagocíticas 
mononucleares. Em preparações coradas pelo método de Giemsa distingue-se um 
citoplasma azul pálido limitado por uma membrana. No meio do citoplasma 
observam-se dois organelos corados de vermelho: o núcleo, relativamente grande e 
situado no polo posterior da célula, e o cinetoplasto, mais pequeno, em forma de 
bastonete e em posição anterior relativamente ao núcleo. O cinetoplasto contém uma 
quantidade importante de DNA (kDNA) e prolonga a única mitocôndria celular. 
 
2. Hospedeiro 
2.1. Hospedeiro vertebrado  
A ecologia de Leishmania spp. está inevitavelmente associada aos hospedeiros 
em que se encontra, de modo que todos os factores que afectem a sobrevivência e o 
comportamento desses hospedeiros podem interferir no ciclo de transmissão do 
parasita. Um hospedeiro vertebrado pode ser classificado como reservatório se for a 
fonte da infecção humana (Deane, 1956) e se permitir que o parasita se multiplique 
indefinidamente (Ashford & Bettini, 1987), pelo que, para cada espécie de 
Leishmania existe um ou um número reduzido de reservatórios. 
Das cerca de 30 espécies de Leishmania identificadas, 21 espécies infectam o 
Homem (Shaw, 1994). Estas infecções são maioritariamente zoonoses, tendo como 
hospedeiros principais mamíferos silváticos ou domésticos. 
Nem todos os animais susceptíveis à infecção constituem bons reservatórios 
de Leishmania. Um animal que desenvolva uma doença aguda e recupere ou morra 
após alguns dias é considerado um “Mau” reservatório. Para que constitua um “Bom” 
reservatório é importante que a infecção que provoca seja de carácter crónico, isto é, 
que suporte a presença do parasita por um longo período de tempo antes da morte ou 
da cura (Killick-Kendrick & Ward, 1981; Bray, 1982). Para além da cronicidade Bray 
(1982) estabeleceu outros critérios que caracterizam um “Bom” reservatório: o animal 
tem de estar em estreito contacto com o homem através do vector, deverá apresentar o 
parasita ao vector em quantidade suficiente e no estado adequado para que lhe cause 
infecção. O reservatório deverá repousar e procriar numa situação climatérica 
favorável à alimentação sanguínea do vector. O animal reservatório deverá constituir 
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a principal fonte de alimentação para o vector. Deverá também, de preferência 
pertencer a uma espécie de animal que goste de viver em agregados (Ashford, 2000). 
Rioux et al. (1969) consideram dois tipos fundamentais de reservatório 
animal: reservatório habitual e reservatório acidental. Destes, só o primeiro pode ser 
aceite como verdadeiro reservatório devendo-se chamar hospedeiro acidental ao 
segundo (Abranches, 1989).  
No reservatório habitual há que distinguir, um reservatório primário ou natural 
(animais silváticos) de um reservatório secundário (cão). Os reservatórios naturais são 
animais que há muito tempo estão em contacto com o parasita e por isso existe já um 
equilíbrio entre o hospedeiro e o parasita, o que faz com que as infecções sejam, em 
geral, assintomáticas ou oligossintomáticas, com uma evolução longa. Pelo contrário 
nos reservatórios secundários a doença é a regra (Garnham, 1965; Abranches, 1989; 
Campino, 1998). 
Nos hospedeiros acidentais a parasitose só se desenvolve em condições 
excepcionais e raras e não desempenham papel significativo na epidemiologia das 
leishmanioses (Abranches, 1984; 1989). São exemplos de hospedeiros acidentais o 
urso, no Curdistão, (citado por Garnham, 1965), o porco-espinho, no Turquistão 
(WHO, 1980), o guaxinim na China (Zhi-Biao et al., 1984), o cavalo, encontrado 
parasitado por L. infantum no Uganda, Itália, Alemanha, Espanha e Portugal e o 
morcego infectado por L. chagasi na Venezuela (Richardson, 1926; Koehler et al., 
2002; Solano-Gallego et al., 2003; Rolão et al., 2005; Lima et al., 2008).  
O primeiro caso de leishmaniose felina foi descrito na Algéria, em 1912, 
numa casa onde o animal co-habitava com uma criança e um cão com infecção 
visceral (Sergent et al., 1912). Nos últimos anos um número significativo de casos de 
leishmaniose felina provocada por L. infantum têm sido descritos em Itália, França, 
Espanha, Suiça, Portugal e Brasil (Durão et al., 1994; Pennisi et al., 1998; Ozon et 
al., 1998; Hervás et al., 1999; 2001; Simões-Mattos et al., 2001a; 2001b;  Pennisi, 
2002; Pennisi et al., 2004; Poli et al., 2002; Savani et al., 2004; Grevot et al., 2005; 
Leiva et al., 2005; Rufenacht et al., 2005; Vita et al., 2005; Martín-Sánchez et al., 
2007; Solano-Gallego et al., 2007a; Maia et al., 2008; Tabar et al., 2008) mostrando a 
ampla distribuição geográfica e a prevalência da infecção nos gatos domésticos e 
peridomésticos. Se se tiver em conta que, na maioria dos casos, os felinos não 
apresentavam sinais clínicos e a produção de anticorpos anti-Leishmania ter sido 
baixa ou inexistente, o verdadeiro número de animais infectados pode estar 
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subestimado, facilitando a disseminação e transmissão do parasita por estes animais 
(Portús et al., 2002).  
Apesar de alguns autores considerarem os gatos como hospedeiros acidentais, 
existem fortes evidências que apontam para os gatos actuarem como reservatórios 
secundários (Gramiccia & Gradoni, 2005; Martin-Sánchez et al., 2007¸ Solano-
Gallego et al., 2007a; Maia et al., 2008). Num estudo realizado em Espanha acerca 
das preferências do vector Phlebotomus perniciosus, verificou-se que em todas as 
localidades prospectadas, os gatos serviram de fonte alimentar (Colmenares et al., 
1995a). Johnson et al. (1993) e Ogosuku et al. (1994) também observaram que os 
gatos são mais atraentes/atractivos para os flebótomos do que os cães. Recentemente, 
Maroli et al., (2007) submeteram à técnica de xenodiagnóstico um gato infectado 
cronicamente por L. infantum e a taxa de P. perniciosus infectados foi semelhante à 
obtida com cães sintomáticos testados nas mesmas condições.  
Casos raros de leishmaniose felina causada por L. amazonensis (Souza et al., 
2005), L. venezuelensis (Bonfante-Garrido et al., 1991; 1996), L. braziliensis (Passos 
et al., 1996; Schubach et al., 2004) e L. mexicana (Craig et al., 1986; Barnes et al., 
1993) também têm sido descritos. 
Para se determinar o verdadeiro papel dos gatos na epidemiologia da 
leishmaniose zoonótica são necessários estudos mais aprofundados e em maior 
escala. 
 
2.2. Hospedeiro invertebrado – Vector 
Os parasitas são transmitidos aos hospedeiros vertebrados por dípteros 
pertencentes a dois diferentes géneros da família Psycodidae: Lutzomyia França, 1924 
no Novo Mundo e Phlebotomus Rondari, 1843 no Velho Mundo (Quadro 1.1). 
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Quadro 1.1. Patologia, vectores, reservatórios, distribuição geográfica e transmissão 
das leishmanioses (Killick-Kendrick, 1999; Sádlová, 1999; Ashford, 2000; Gramiccia 
& Gradoni, 2005; Bates, 2007).  
 
Patologia habitual
Patologia rara
Leishmania major LCL; LCD* Norte, Este e Oeste de África; P. papatasi Roedores Zoonótica
Próximo e Médio Oriente; P. duboscqi Rural
Ásia Central; P. salehi
 Índia P. alexandri
P. ansarii
P. caucasius
Leishmania tropica LCL; LV Médio Oriente; Paquistão;  P. sergenti Homem Antroponótica
Índia; Norte de África; Quénia; Região Mediterrânea P. guggisbergi Canídeos (?) Urbana
P. aculeatus Hiraxes (?)
Leishmania  aethiopica LCL; LCD Etiópia; Quénia P. longipes Hiraxes Zoonótica
P. pedifer Rural
Leishmania  donovani LV Índia; Nepal; Bangladesh; Paquistão; China; P. argentipes Homem Antroponótica
LCL Quénia; Etiópia; Sudão P. orientalis Roedores (?)
LMC P. martini Canídeos (?)
P. celiae
P. alexandri
P. caucasius
Leishmania infantum LV Região Mediterrânea; Balcãs; P. perniciosus Canídeos Zoonótica
LCL Médio Oriente; P. ariasi Peridoméstica
LCD* Ásia Central; China; P. tobbi
LMC* África Oriental P. neglectus
P. perfiliewi
P. kandelakii
P. langeroni
P. longicuspis
P. smirnovi
P. transcaucasicus
P. chinensis
P. longiductus
Leishmania chagasi LV América Central e do Sul L. longipalpis Canídeos Zoonótica
LCL; LCD L. evansi Peridoméstica
Leishmania mexicana LCL América Central e do Sul L. olmeca olmeca Roedores Zoonótica
LCD L. ayacuchensis Canídeos Silvática
LV* L. ylephiletor
L. anthophora
Leishmania amazonensis LCL; LDC América do Sul L. flaviscutellata Roedores Zoonótica
MCL L. olmeca nociva Marsupiais Silvática
VL* L. reducta
Leishmania venezuelensis LCL; LDL Venezuela e República Dominicana L. olmeca bicolor Gatos (?) Zoonótica (?)
Leishmania peruviana LCL Perú L. peruensis Canídeos (?) Zoonótica
L. verrucarum Homem (?)
L. aracuchensis
Leishmania panamensis LCL América Central e do Sul L. trapidoi Preguiças Zoonótica
LCD* L. gomezi Roedores Silvática
LMC* L. panamensis Marsupiais
L. ylephiletor Canídeos
Leishmania guyanensis LCL América do Sul L. umbratilis Preguiças Zoonótica
LMC* L. whitmani Roedores Silvática
L. anduzei Marsupiais
Leishmania lainsoni LCL Brasil e Perú L. ubiquitalis Roedores Zoonótica
Leishmania naiffi LCL Brasil L. squamiventris Desdentados Zoonótica
Guiana Francesa L. paraensis Silvática
Leishmania shawi LCL Brasil L. whitmani Primatas; Preguiças Zoonótica
Leishmania braziliensis LCL América do Sul L. wellcomei Roedores Zoonótica
LMC L. complexus Canídeos Silvática
LCD L. carrerai Equinos
LV* L. whitmani
L. ovallesi
P. - Phlebotomus ; L. - Lutzomyia ; LV - Leishmaniose visceral; LCL - Leishmaniose cutânea localizada; LCD - Leishmaniose cutânea disseminada; LMC - Leishmnaiose
mucocutênea; * em estadios de imunodepressão
N
o
v
o
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Espécie Distribuição geográfica Vectores Reservatórios Transmissão
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A identificação dos insectos vectores responsáveis pela transmissão de 
Leishmania necessita a reunião de várias evidências, tais como, a detecção de 
flebótomos naturalmente infectados, as infecções experimentais serem bem sucedidas 
e verificar-se preferência alimentar dos vectores pelos reservatórios descritos. Em 
muitos casos, uma determinada espécie de Leishmania é transmitida principal ou 
unicamente por uma dada espécie de vector numa região específica. A eficiência de 
transmissão do parasita pelos flebótomos é um processo que apresenta grande 
variabilidade e complexidade (Dye, 1992) e que depende da longevidade, das 
preferências tróficas e da densidade dos vectores. Outros factores que podem 
interferir no sucesso da transmissão do parasita relacionam-se com a interacção 
vector e reservatório, nomeadamente, a sobreposição de habitats, o carácter endofílico 
ou exofílico e o grau de antropofilia ou zoofilia dos vectores e as taxas de infecção no 
reservatório. Assim, populações de vectores que ocupem “habitats” junto a um 
“Bom” reservatório terão provavelmente uma maior capacidade de transmissão do 
parasita. No entanto, esta relação tem vindo a ser modificada ao longo de milhões de 
anos por pressões ecológicas que, em última análise, são a principal causa da variação 
genética das leishmanias. 
 
 
3. Ciclo Biológico 
 
O ciclo de vida de Leishmania é um processo complexo que envolve 
alterações comportamentais, morfológicas e bioquímicas, sendo idêntico para todas as 
espécies de Leishmania.  
As fêmeas dos insectos vectores, pertencentes à Ordem Diptera, Família 
Psychodidae, Subfamília Phlebotominae, géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e 
Lutzomyia (Novo Mundo), efectuam refeições sanguíneas para que se possa realizar a 
maturação ovárica e a postura. Assim, quando um flebotomíneo fêmea (Figura 1.2) 
efectua uma refeição hematófaga num hospedeiro vertebrado infectado por 
Leishmania e com parasitas no tecido cutâneo ou sanguíneo, ingere os protozoários 
na forma amastigota.  
 
 
 
 
Introdução 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
9 
 
Figura 1.2. Fêmea de Phlebotomus perniciosus após refeição sanguínea. 
C. Maia
 
 
Os parasitas, ingeridos juntamente com o sangue, passam directamente para o 
segmento abdominal do estômago do vector, onde são envolvidos pela membrana 
peritrófica (Figura 1.3). Esta membrana, constituída por quitina e glicoproteínas 
sintetizadas pelas células epiteliais do tubo digestivo do flebótomo, em resposta ao 
estímulo sanguíneo, protege o epitélio do estômago do conteúdo da refeição 
sanguínea e actua como uma barreira que regula a difusão de enzimas digestivas 
segregadas pelas células epiteliais (Pimenta et al., 1997), encontrando-se 
completamente formada ao fim de 24 horas após a ingestão do sangue (Blackburn et 
al., 1988; Walters et al., 1993; Secundino et al., 2005). A digestão da refeição 
sanguínea fica completa em quatro a cinco dias.  
Para que o ciclo de vida de Leishmania no insecto seja bem sucedido, isto é, 
para que possa ocorrer transmissão, os parasitas têm que sobreviver à acção das 
enzimas digestivas do hospedeiro invertebrado, evitar serem expulsos do intestino 
durante a diurese e numa fase final, migrar para a zona anterior do estômago do 
vector e libertarem-se do epitélio intestinal. Para atingirem este objectivo os parasitas 
sofrem várias fases, nomeadamente multiplicação e alterações morfológicas. Segundo 
Bates (1994, 2007), durante o desenvolvimento intravectorial do parasita podem 
distinguir-se várias formas: promastigotas procíclicos, nectomonas, leptomonas, 
haptomonas e promastigotas metacíclicos que diferem não só morfologicamente, mas 
também na capacidade de divisão celular, mobilidade, ligação aos tecidos e grau de 
infectividade. 
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Figura 1.3. Ciclo de vida de Leishmania no vector ilustrando as diferentes formas 
morfológicas dos promastigotas (adaptado de Kamhawi, 2006).  
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Com o progredir da digestão, as formas amastigotas transformam-se em 
promastigotas procíclicos. Estas formas pouco móveis (pequeno flagelo) multiplicam-
se activamente e, passados 3 ou 4 dias após a refeição sanguínea, transformam-se em 
promastigotas longos e flagelados, denominados por nectomonas. A membrana 
peritrófica começa então a desintegrar-se, por acção de quitinases segregadas pelo 
vector e pelo parasita (Schlein et al., 1991; Schlein, 1993; Ramalho-Ortigão et al., 
2005), libertando os promastigotas livres para o estômago abdominal, no caso dos 
flebótomos vectores do subgénero Viannia, ou para o estômago torácico, no caso dos 
flebótomos vectores do subgénero Leishmania.  
A capacidade das nectomonas persistirem após digestão da refeição sanguínea 
e de se fixarem ao epitélio do estômago através do flagelo, evitando deste modo a sua 
excreção, é determinante na classificação de uma espécie flebotomínica como vectora 
(Bates, 2007). Dá-se então início a uma fase de multiplicação activa e prosseguem a 
sua migração em direcção ao segmento anterior do estômago. Ao fim de 5 ou 6 dias 
após a ingestão, a refeição sanguínea encontra-se completamente digerida e as 
nectomonas atingem a válvula estemodeal, diferenciando-se em leptomonas (Gossage 
et al., 2003).  
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Estas formas secretam o gel secretor dos promastigotas (PSG), uma 
glicoproteína filamentosa que forma uma matriz gelatinosa (Rogers et al., 2002). 
Algumas das nectomonas/leptomonas aderem à superfície da vávula e diferenciam-se 
em haptomonas (Killick-Kendrick et al., 1974). Finalmente algumas das leptomonas 
diferenciam-se nos promastigotas metacíclicos (Rogers et al., 2002). As haptomonas 
posicionam-se na região da válvula estomodeal, aderindo entre si e à cutícula da 
válvula, formando-se um aglomerado de parasitas revestidos pelo PSG (Walters et al., 
1987; Killick-Kendrick et al., 1988; Stierhof et al., 1999; Rogers et al., 2002; Bates, 
2007). Pensa-se que o PSG juntamente com as haptomonas têm como função 
bloquear parcialmente a válvula estomodeal, dificultando a entrada de sangue durante 
a refeição sanguínea. O insecto é, assim, obrigado a realizar várias picadas, 
facilitando a expulsão das formas metacíclicas infectantes (Killick-Kendrick & Ward, 
1981; Killick-Kendrick, 1990;  Killick-Kendrick et al., 1997b). No desenvolvimento 
das formas metacíclicas, três moléculas parecem ter importância na infecciosidade do 
parasita: o lipofosfoglicano (LPG), a glicoproteína de 63 kDa (gp63) e a fosfatase 
ácida (Bryceson, 1996). As modificações ultraestruturais no LPG da superfície dos 
parasitas, que causam alterações funcionais como a perda da ligação às 
microvilosidades do intestino (Sacks et al., 1985) permitem que as formas 
metacíclicas se movam livremente e se posicionem junto à válvula estomodeal, 
possibilitando a sua expulsão do aparelho bucal quando o insecto efectua nova 
refeição sanguínea.  
Os parasitas do subgénero Viannia diferem dos parasitas do subgénero 
Leishmania por apresentarem uma fase adicional de desenvolvimento, fixos à 
superfície do estômago médio. 
O ciclo do parasita nas diferentes espécies flebotomínicas pode ter uma 
duração de 4 a 17 dias após a refeição sanguínea da fêmea vectora, dependendo da 
espécie de Leishmania e da temperatura ambiental (Molyneux & Killick-Kendrick, 
1987).  
Os promastigotas metacíclicos são transmitidos através da picada telmofágica 
na pele do hospedeiro vertebrado juntamente com o PSG e a saliva do vector. O PSG 
é responsável pelo aumento do número de promastigotas metacíclicos inoculados 
(Rogers et al., 2004, Bates, 2007). A saliva do flebótomo parece exercer várias 
funções imunomoduladoras e poder antagonizar certos componentes do sistema de 
defesa do hospedeiro (Warburg & Waitumbi, 1997; Waitumbi & Warburg, 1998). 
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Estudos experimentais efectuados em modelo murino, infectado por diferentes 
espécies de Leishmania (L. major, L. chagasi, L. mexicana, L. amazonensis e L. 
braziliensis), indicam que a saliva do vector induz um aumento do poder infectante 
do parasita (Titus & Ribeiro, 1988; Samuelson et al., 1991; Theodos et al., 1991; 
Warburg et al., 1994; Lima & Titus, 1996; Belkaid et al., 2000). Aparentemente, o 
efeito da saliva não se fica a dever à sua acção directa sobre o parasita, mas sim sobre 
o hospedeiro, pois contém um potente vasodilatador que, além de facilitar a refeição 
sanguínea do vector, parece inibir a acção leishmanicida do macrófago (Titus & 
Ribeiro, 1988; Lima & Titus, 1996). Por outro lado, estudos mais recentes 
demonstraram que a exposição prévia de murganhos BALB/c a picadas de 
flebótomos, não infectados, conferia imunidade a uma posterior infecção por 
Leishmania (Belkaid et al., 1998; Kamhawi et al., 2000). Também a vacinação com 
fracções proteicas da saliva de L. longipalpis impediu a evolução até à morte em 
hamsters infectados por L. donovani (Gomes et al., 2008). Estes resultados não foram 
reproduzidos por Moura et al. (2007) ao pré-imunizarem murganhos BALB/c com 
saliva de L. intermedia, apesar do aparecimento da lesão ter sido mais tardio, no local 
de inoculação e nos gânglios regionais ocorreu multiplicação parasitária. Estes 
resultados, em conjunto com a elevada imunogenicidade demonstrada por proteínas 
da saliva dos flebótomos, reforçam a importância da saliva no estabelecimento da 
infecção por Leishmania no mamífero hospedeiro (Andrade et al., 2007). 
Os promastigotas metacíclicos são fagocitados pelos macrófagos da pele, onde 
se transformam em amastigotas. As formas amastigotas iniciam um processo de 
multiplicação activa, acabando por provocar a destruição da membrana da célula 
hospedeira e subsequente libertação dos parasitas que vão infectar novos macrófagos. 
Os parasitas fagocitados podem permanecer no tecido subcutâneo, dando origem às 
formas clínicas de leishmaniose cutânea, ou invadir as células do sistema 
mononuclear fagocítico, como o baço, fígado, medula óssea, gânglios linfáticos e 
outros órgãos linfóides (Bryceson, 1996), causando a leishmaniose visceral. 
Se a infecção for bem sucedida no hospedeiro vertebrado o ciclo intravectorial 
recomeça quando o flebótomo fêmea, susceptível ao parasita, faz uma nova refeição 
sanguínea, ingerindo macrófagos infectados. 
Vários estudos têm demonstrado que a transmissão do parasita se pode 
processar sem interferência do insecto vector. Estão descritos casos de transmissão 
congénita (Mittal et al., 1987; Nyakundi et al., 1988; Yadav et al., 1989; Eltoum et 
Introdução 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
13 
 
al., 1992; Elamin & Omer, 1992; Meinecke et al., 1997), transmissão venérea 
(Symmers, 1960; Rosenthal et al., 1988),  transmissão mecânica por seringa e agulha 
entre indivíduos toxicodependentes, administradas por via endovenosa, (Alvar & 
Jimenez, 1994; Campino et al., 1994) e por transfussão de sangue contaminado 
(Singh et al., 1996; Dedet, 2000; Giger et al., 2002). O transplante de órgãos poderá 
também ser uma via de infecção (Bourré et al., 1990; Horber et al.,1993; Dedet, 
2000).  
Foi aceite a hipótese de transmissão de Leishmania por contacto directo, entre 
cães, no Norte da Europa, onde é desconhecida a existência de vectores, têm sido 
descritos casos de infecção em animais que nunca saíram daquela zona geográfica 
(Slappendel & Teske, 1999). A transmissão directa da infecção por Leishmania por 
via sexual entre cães e a transmissão vertical também foram descritas em canídeos 
(Mancianti & Sozzi, 1995; Rosypal et al., 2005b). Em dois cães foi detectado o 
parasita na urina e no sémen (Riera & Valadares, 1996). Contudo, a maior parte 
destas vias de transmissão devem ser consideradas como excepções e sem 
repercussão na epidemiologia da leishmaniose. 
 
4. Epidemiologia das Leishmanioses 
Segundo a Organização Mundial de Saúde, a leishmaniose é endémica em 88 
países, presentes em todos os continentes, com excepção da Austrália e da Antárctica, 
correspondendo a 350 milhões de pessoas em risco de contrair a infecção (Figura 
1.4). A prevalência mundial é de 12 milhões de casos com milhão e meio a dois 
milhões de novos casos por ano: quinhentos mil casos de leishmaniose visceral e de 
um a um milhão e meio de novas leishmanioses cutâneas (WHO, 2004).  
Durante muitos anos a sua importância na saúde pública foi subestimada, 
provavelmente devido à falta de consciencialização da população (WHO, 2004). Os 
números oficiais disponíveis parecem subestimar o número de casos reais, o que 
poderá ser devido a vários factores: a notificação não ser obrigatória em muitos dos 
países onde a doença é endémica; a maior parte dos dados oficiais ser obtida 
exclusivamente através de detecção passiva; a infecção ser apenas detectada em casos 
com sintomatologia; muitos doentes não terem acesso a assistência médica ou a meios 
de diagnóstico adequados (Desjeux, 1996; Campino, 1998; Alvar et al., 2006). 
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Figura 1.4. Distribuição mundial da leishmaniose cutânea (a.) e visceral (b.) 
(http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html). 
 
Distribuição mundial da leishmaniose cutânea Distribuição mundial da leishmaniose visceral
 
 
O aumento do número de casos deve-se às mudanças no ambiente provocadas 
pelo Homem: a desflorestação, a construção de novos sistemas de irrigação e de 
diques, o alargamento das terras de cultivo, a construção de estradas em zonas 
florestais, a migração desde as zonas rurais para as zonas urbanas e a rápida 
urbanização do ambiente a nível mundial são os principais responsáveis pelo aumento 
da exposição ao flebótomo, assim como a redução ou ausência das pulverizações de 
insecticidas no enquadramento das campanhas antimaláricas (Desjeux, 1992). Outro 
factor de risco é o movimento de populações susceptíveis para áreas endémicas ou 
infectadas para áreas não imunes.  
A maioria das infecções ocorrem como zoonoses de animais silváticos ou 
domésticos e o homem é apenas infectado acidentalmente, quando exposto ao ciclo 
natural de transmissão. De um modo geral, dependendo do grau de invasão do 
hospedeiro, as espécies de Leishmania podem dividir-se em dermotrópicas e 
viscerotrópicas.  
 
4.1. Leishmaniose cutânea 
 
Em geral, as características clínicas das leishmanioses cutâneas (LC) não são 
uniformes nas várias regiões geográficas, nem mesmo dentro de uma mesma região. 
As diferenças advêm da espécie parasitária e, da informação genética do hospedeiro 
responsável pela resposta imunológica do indivíduo infectado (Campino, 1998). As 
LC abrangem uma série de variantes clínicas que vão desde uma única lesão de cura 
espontânea, a lesões múltiplas localizadas ou difusas com evolução crónica.  
a. b. 
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A lesão “clássica” da leishmaniose cutânea localizada (LCL) caracteriza-se 
pela formação de um nódulo local, induzido pela picada do vector, que ulcera e cura 
espontaneamente, deixando uma cicatriz indelével e com alteração da pigmentação 
cutânea. 
No Velho Mundo as principais espécies responsáveis pelas LCL pertencem 
aos complexos Leishmania major Yakimoff & Schokhor, 1914, Leishmania tropica 
Wright, 1903, Leishmania aethiopica Bray, Ashford & Bray, 1973, bem como alguns 
zimodemos considerados dermotrópicos de L. infantum no Sul da Europa e no Norte 
de África (Belazzoug et al., 1985; Jiménez et al., 1991; Marty et al., 1994; Pratlong et 
al., 1995; Campino & Abranches, 2002).  
 L. major usualmente afecta os membros, e as lesões nos lábios ou no nariz 
não invadem as mucosas. Durante as epidemias a doença tende a ser mais grave, 
ocorrendo lesões múltiplas que por vezes ulceram profundamente, deixando cicatrizes 
desfigurantes (Desjeux, 1996). Os reservatórios habituais são roedores. 
A L. tropica é o agente da LC considerada antroponótica e as lesões são, na 
maior parte dos casos, encontradas na face.  
O cão foi referido como hospedeiro acidental destas duas espécies (Morsy et 
al., 1987; Dereure et al., 1991a; 1991b; Guessous-Idrissi et al., 1997; Sadlová, 1999). 
L. aethiopica tem como principal reservatório os hiraxes e provoca lesões 
únicas na face. Quando a lesão se situa no bordo mucocutâneo do nariz ou da boca, a 
infecção pode espalhar-se ao longo das margens mucocutâneas e persistir durante 
anos, sem contudo apresentar a severa destruição dos tecidos verificada da 
leishmaniose mucocutânea (Berhe et al., 1995).  
As LCL causadas por L. infantum são geralmente pouco agressivas e as lesões 
nodulares situam-se comummente na face tendendo a evoluir para a cura, embora, 
possam ocorrer, muito raramente, lesões nas mucosas da boca, nariz e laringe 
(Campino, 1998). 
No Novo Mundo, a LCL está associada às espécies de Leishmania braziliensis 
Vianna, 1911, Leishmania amazonensis Lainson & Shaw, 1979, Leishmania 
mexicana Biag, 1953, Leishmania peruviana Velez, 1913, Leishmania panamensis 
Lainson & Shaw, 1972, Leishmania guyanensis Floch, 1954, L. venezuelensis 
Bonfante-Garrido, 1980. Estas espécies encontram-se nas zonas de floresta tropical, e 
as suas áreas de distribuição geográfica sobrepõem-se, com a excepção de L. 
peruviana, o que tem dificultado a clara identificação dos ciclos epidemiológicos. 
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L. braziliensis é a causa mais comum e mais grave de LCL na América 
Central e do Sul. O cão e o cavalo são, provavelmente, os reservatórios de L. 
braziliensis nas áreas urbanas e suburbanas (Aguilar et al., 1987; Sadlová, 1999). Esta 
espécie provoca no homen uma lesão profunda, usualmente simples, que ulcera 
rapidamente e que em aproximadamente 80% dos casos cicatriza num ano. No 
entanto, muitas pessoas mantêm úlceras durante anos. Cerca de 15% dos indivíduos 
afectados apresentam recaídas ou re-infecções. Em 2% a 40% das pessoas com 
úlceras cutâneas desenvolve-se posteriormente um quadro com invasão das mucosas. 
L. amazonensis infecta uma grande variedade de hospedeiros roedores e 
marsupiais e ocorre na floresta amazónica do Brasil, na Bolívia, na Colômbia, no 
Equador, no Perú, na Guiana Francesa e na Venezuela. As lesões são geralmente 
únicas e sem envolvimento linfático.  
L. mexicana tem como reservatório roedores e é o parasita mais frequente na 
península de Yucatán no México mas estende-se através da Guatemala, das 
Honduras, do Panamá e da Colômbia, causando lesões na face ou na região posterior 
do pavilhão auricular (úlcera dos chicleros) que curam em seis a oito meses. Quando 
o pavilhão auricular é atingido a infecção pode tornar-se crónica, provocando a 
destruição da cartilagem.  
L. peruviana, agente causador da “Uta”, existe nos vales Andinos do Perú e 
nas terras altas da Argentina. O cão é considerado o reservatório doméstico desta 
espécie, suspeitando-se da existência de um reservatório silvático roedor nas florestas 
que cobrem as escarpas montanhosas (Bryceson, 1996; Sadlová, 1999). As lesões 
surgem usualmente em crianças e localizam-se na face, podendo atingir os bordos 
mucocutâneos quando a úlcera primária se situa no nariz ou nos lábios. Nos Andes e 
na Argentina o cão é o reservatório de L. peruviana mais provável.  
L. guyanensis, responsável pelo “Pian-bois”, existente na Guiana Francesa e 
no Brasil, provoca lesões múltiplas no tronco ou nos membros, podendo haver 
envolvimento dos vasos linfáticos, com disseminação da infecção por via linfática 
(Dedet, 1990).  
O parasita dominante na América Central é L. panamensis. A infecção 
também se dissemina através dos vasos linfáticos podendo as lesões persistir por 
muitos anos. 
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A  L. guyanensis e L. panamensis têm como reservatórios várias espécies de 
preguiças que habitam as florestas, tendo sido também descritos como hospedeiros 
algumas espécies de marsupiais. 
L. venezuelensis existe no estado de Lara, na Venezuela tem como 
reservatório provável o gato doméstico (Bonfante-Garrido et al., 1991) 
Outras espécies descritas como L. lainsoni Silveira, Shaw, Braga e Ishikawa, 
1987, L. naiffi Lainson & Shaw, 1989, e L. shawi Lainson & Shaw, 1989, têm sido 
encontradas em casos humanos de LC e causam geralmente uma única lesão cutânea, 
podendo também ocorrer metástases (Dedet, 1993). 
A leishmaniose cutânea difusa (LCD) é uma forma rara e de difícil cura, 
surgindo em indivíduos anérgicos (Convit, 1958). As lesões iniciais, nódulos isolados 
contendo no seu interior macrófagos infectados, disseminam-se e confluem, 
formando placas (Bryceson, 1996). Ao contrário das formas localizadas, a LCD não 
manifesta tendência para a cura espontânea e apresenta resistência à terapêutica anti-
Leishmania. Originalmente associada às espécies L. aethiopica no Velho Mundo e L. 
amazonensis no Novo Mundo, é actualmente encontrada como resultado de infecções 
provocadas por outras espécies, em casos de imunodeficiência associada à co-
infecção por HIV (Coura et al., 1987; Jiménez et al., 1991) e ao transplante de órgãos 
(Bourré et al., 1990). 
 
 
4.2. Leishmaniose mucocutânea 
A leishmaniose mucocutânea (LMC) ou “Espúndia”, surge como consequência 
da metastização secundária dos parasitas para as mucosas da face, a partir de uma 
lesão cutânea primária localizada, num processo que envolve a necrose dos tecidos 
moles das cartilagens nasofaríngeas que podem originar mutilações faciais graves. 
Esta forma de leishmaniose está geralmente associada à espécie L. braziliensis, mas 
foram já encontrados alguns casos provocados por L. panamensis (Dedet, 1994; 
Osorio et al., 1998) e, por L. infantum no Velho Mundo (Alvar et al., 1990; Tomson 
et al., 2002; Aliaga et al., 2003; Van Damme et al., 2004; Lella et al., 2006; Marcos 
et al., 2007). 
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4.3. Leishmaniose visceral 
A leishmaniose visceral (LV) ou kala-azar de transmissão antroponótica é 
causada por L. donovani Laveran & Mesnil 1903, nas regiões endémicas do 
subcontinente Indiano, China e África Oriental. No Norte do Quénia supõe-se que 
durante os surtos epidémicos a transmissão da infecção se faz através do vector, 
homem a homem, sendo a transmissão zoonótica esporádica (Ashford & Bettini, 
1987). No entanto, Dereure et al. (2000, 2003) encontraram uma seroprevalência de 
42.9% de infecção em 35 animais analisados, num foco endémico de leishmaniose 
visceral humana, no Sudão oriental, admitindo-se a hipótese de que o cão actue como 
reservatório.  
 Leishmania infantum Nicolle, 1908 é o agente etiológico da LV zoonótica na 
China e Ásia Central, África Oriental, Médio Oriente, no Sul da Europa, Norte de 
África (países da bacia mediterrânea), e na América do Sul, sendo uma infecção 
emergente em cães na América do Norte (Rosypal et al., 2003; Duprey et al., 2006). 
No continente americano, o agente responsável pela LV é Leishmania chagasi, Cunha 
e Chagas, 1937. Contudo, estudos de genética evolutiva indicam que aquela espécie é 
indistinta de L. infantum, admitindo-se a hipótese de o parasita ter sido introduzido na 
América, durante a colonização, através de cães infectados (Dedet, 1993; Maurício et 
al., 2000). L. infantum atinge preferencialmente crianças até aos cinco anos de idade, 
enquanto L. donovani pode infectar adultos de qualquer idade.  
O reservatório silvático das espécies de Leishmania responsáveis pela 
leishmaniose visceral é constituído pos canídeos selvagens como o chacal (Latyshev 
et al., 1951; Lubova, 1973), o lobo (Richardson, 1926; Petrisceva, 1961; Rebêlo, 
1993; Beck et al., 2008; Sobrino et al., 2008), e a raposa (Rioux et al., 1968; Bettini 
et al., 1980, Iniesta et al., 1982, Abranches et al., 1984; Dipineto et al., 2007; Sobrino 
et al., 2008). Segundo a teoria de Garnham (1965) Inicialmente a leishmaniose era 
uma zoonose de animais silváticos, e o seu ciclo de vida era mantido por flebótomos 
zoofílicos. O homem e o cão entraram neste ciclo ao penetrarem nas zonas endémicas 
para caçar, enquanto os animais silváticos entraram nos povoados em busca de 
alimentos. Assim, o cão passou a ser o reservatório doméstico de L. infantum 
responsável pela leishmaniose visceral humana.  
Embora os roedores sejam considerados os principais reservatórios dos 
parasitas responsáveis pelas formas de leishmaniose cutânea, o rato preto foi 
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identificado também como potencial reservatório de estirpes causativas da infecção 
visceral, podendo até desempenhar um papel importante na transmissão da infecção 
(Bettini et al., 1980; Pozio et al., 1981). 
Na LV, o parasita invade particularmente o baço, o fígado, a medula óssea e os 
gânglios linfáticos. A doença apresenta aspectos clínicos e biológicos homogéneos 
nos diferentes focos, caracterizando-se por febre, hepatoesplenomegalia e 
hiperproteinemia. A anemia e a leucopenia constituem outros parâmetros biológicos 
frequentes. A evolução da doença é progressiva, podendo ser fatal, se não for tratada. 
No subcontinente indiano e África Oriental, nomeadamente no Sudão, podem por 
vezes surgir lesões cutâneas, meses ou anos após a cura clínica da doença sistémica. 
Estas lesões leishmanóides dérmicas pós kala-azar, por conterem parasitas são 
importantes na manutenção da endemia da antroponose. Outro factor a ter em conta 
na perpetuação do ciclo antroponótico é a presença frequente do parasita no sangue 
durante a doença. 
Na maioria dos focos clássicos, a LV manifesta-se de forma endémica. Por 
vezes, contudo, a infecção por L. donovani pode resultar em graves epidemias com 
uma taxa de mortalidade elevada; no Sudão têm-se verificado graves epidemias desde 
o início da década de 90 (Ashford et al., 1992), onde cerca de 100 mil indivíduos 
morreram (WHO, 2000). Por outro lado, em alguns países da bacia mediterrânea 
(Espanha, França, Itália e Portugal), apesar de não se verificarem epidemias, o 
surgimento de novos factores imunossupressores, dos quais a infecção pelo HIV é o 
mais importante, tem contribuído significativamente para o aumento do número de 
casos de infecção por L. infantum, principalmente em adultos (WHO, 1995; Desjeux, 
1996). 
Nos casos de LV em situações de imunodepressão, as manifestações clínicas 
atípicas são frequentes, com o envolvimento de tecidos e órgãos que não são 
usualmente atingidos, tais como a pele, sangue periférico, aparelho digestivo. 
Adicionalmente, indivíduos infectados pelo HIV e crianças imunocompetentes mas, 
provavelmente, com uma maior susceptibilidade genética, podem desenvolver uma 
doença visceral mesmo quando infectados por estirpes dermotrópicas (Campino et al., 
1994; Benikhlef et al., 2001). 
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4.4. Leishmanioses em Portugal 
Em Portugal, o primeiro caso de leishmaniose foi descrito por Dionisio 
Alvares em 1910, numa criança de 9 anos de idade, residente em Lisboa. No ano 
seguinte, Alvares & Silva apresentaram o resultado de um inquérito em 300 cães da 
região de Lisboa, dos quais oito apresentavam leishmanias (Alvares & Silva, 1911). 
A partir de 1951, devido ao aumento da incidência da leishmaniose por todo o 
país (1616 casos), o kala-azar passou a fazer parte das doenças de notificação 
obrigatória (Azevedo, 1960). Em 1952, Ramos & Farinhote apresentaram um 
trabalho de revisão em que foram evidenciadas duas zonas endémicas, o Alto Douro e 
o Vale do Sado. Entre os anos 50 e o fim dos anos 70, Fraga de Azevedo e os seus 
colaboradores realizaram diversos estudos epidemiológicos, que realçaram a 
importância do cão e do flébotomo no ciclo biológico do parasita (Azevedo & 
Teixeira, 1947; Azevedo & Neves, 1963).  
A partir de 1980, Abranches e Pires dão continuidade àqueles estudos, 
realizando inquéritos, focados no reservatório e no vector, em três regiões: Alcácer do 
Sal, Região Metropolitana de Lisboa e Região do Alto Douro. Destes estudos 
ressalta-se o conhecimento de extinção do foco endémico de Alcácer do Sal 
(Abranches et al., 1983), onde o número de casos humanos tinha vindo a diminuir 
desde os anos 50, após a aplicação de insecticidas clorados nas campanhas de luta 
contra os vectores da malária que provocaram também a diminuição da densidade dos 
flebótomos. Em 1986, é descrita a ocorrência de casos de leishmaniose visceral na 
Região do Algarve desde 1980 (Maio et al., 1986). 
A Região do Alto Douro, tem sido o foco mais activo da infecção humana e da 
infecção canina. Estudos efectuados nesta Região, apontavam para uma prevalência 
da infecção canina entre 10% e 12.4%, com a localidade de Vale de Mendiz, no 
concelho de Alijó, a apresentar 37.8% de animais infectados, o valor mais elevado 
observado nos três inquéritos epidemiológicos realizados entre 1986 a 1989 
(Abranches et al., 1992; Abranches et al., 1993; Sampaio-Silva et al., 1993). Em 
2000, Cardoso et al. (2004) obtiveram uma seroprevalência de 18.7%, sendo a 
localidade de Castedo a mais atingida (81.1%). Os isolados caninos de Leishmania 
foram identificados por análise isoenzimática, verificando tratar-se de L. infantum 
zimodemo MON-1 sendo o único encontrado na leishmaniose canina (Campino, 
1998) até 2002, ano em que foi isolado o zimodemo MON-98 num cão da Região do 
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Alto Douro (Cardoso et al., 2002). Quanto ao vector, tanto P. perniciosus como P. 
ariasi foram encontrados parasitados, sendo P. ariasi quatro vezes mais abundante. 
As estirpes isoladas do vector foram identificadas como L. infantum zimodemos 
MON-1 e MON-24 (Pires et al., 1991).  
Na Região Metropolitana de Lisboa verificam-se mais casos de infecções 
humanas nas zonas urbanas do que nas áreas rurais. Estudos epidemiológicos de 
leishmaniose realizados nesta região indicaram uma maior prevalência da infecção 
canina na área rural (8.8 %) do que na área urbana/suburbana (3.8 %) e uma situação 
inversa na prevalência da infecção humana. Este fenómeno, conhecido por “desvio 
trófico em meio rural”, pode estar associado à urbanização ou domesticação de focos 
zoonóticos naturais. Sendo o vector predominantemente zoofílico, o menor número 
de animais disponíveis nas áreas urbanas torna a população humana mais vulnerável à 
infecção acidental (Abranches et al., 1983). O Parque Natural da Serra da Arrábida 
apresentava o valor mais elevado com cerca de 10.9% de animais infectados 
(Abranches et al., 1987). Num estudo em raposas, realizado nesse mesmo local, 
foram encontrados infectados 5.6 % de um total de 71 animais estudados, justificando 
a existência de ciclo silvático semi-autónomo nesta área geográfica (Abranches et al., 
1984). Os vectores encontrados nesta região foram P. perniciosus e P. ariasi (Pires, 
1984). Mais recentemente, Cortes et al. (2007) realizaram um inquérito 
epidemiológico canino na área urbana da Grande Lisboa obtendo uma prevalência de 
19.2%. Na cidade de Lisboa, Maia et al. (2008) realizaram o primeiro inquérito de 
leishmaniose felina realizado em Portugal e, encontraram DNA de L. infantum no 
sangue periférico em 30.4% dos 23 gatos analisados. 
Na Região do Algarve, foram diagnosticados casos pediátricos desde a década 
de oitenta, sendo a maioria dos diagnósticos positivos da doença registados no 
concelho de Loulé (Maio et al., 1986; Vicente, 1990). Nos últimos anos não houve 
nenhum caso registado no seviço de pediatria do Hospital Distrital de Faro. A 
prevalência da infecção canina encontrada neste concelho do Algarve foi de 7 %, 
constituindo o segundo foco mais importante do país em leishmaniose canina 
(Campino et al., 1995). Os estudos de Schrey et al. (1989) na região algarvia 
revelaram a presença de exemplares de P. perniciosus infectados por leishmanias. 
Posteriormente, a identificação de L. infantum MON-1 num outro exemplar infectado 
(Pires, 2000), reunida à baixa prevalência de P. ariasi (Pires, 1979), vem confirmar 
que P. perniciosus é a espécie responsável pela transmissão do parasita nesta região. 
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Em 2006 realizou-se um rastreio nesta região para determinar a seroprevalência da 
leishmaniose canina e a abundância e papel vectorial dos flebótomos. Detectaram-se 
28.78% (28 em 132) de cães com valores significativos de anticorpos anti-Leishmania 
e com a técnica de PCR detectou-se uma fêmea de P. perniciosus infectada com L. 
infantum (Maia et al., 2007a). 
Ainda que existam três regiões endémicas mais relevantes, observam-se em 
todo o país casos esporádicos de leishmaniose (Neves et al., 2007). Num rastreio 
serológico efectuado à população canina em 14 aldeias do distrito de Évora (Alentejo) 
foi identificado 3.9% de animais infectados (Semião-Santos et al., 1995). 
Em Portugal, tal como nos outros países da bacia mediterrânea, L. infantum 
zimodemo MON-1 é o principal agente responsável pela LV (Campino et al., 2006). 
No nosso país, a doença tem sido considerada predominantemente infantil, mas 
verifica-se uma tendência para a diminuição do número de casos em crianças e o 
aumento da infecção em adultos, principalmente associada a casos de HIV (Campino, 
1998). Entre 2000 e 2006 foram diagnosticados laboratorialmente, na Unidade de 
Leishmanioses do IHMT, 127 novos casos de LV humana, 40 (30 crianças e 10 
adultos) dos quais em indivíduos imunocompetentes e 87 (adultos) em doentes 
imunodeprimidos. Na direcção geral de Saúde (DGS) nos mesmos 7 anos apenas foi 
declarado um total de 73 casos (34 crianças e 39 adultos) de leishmaniose visceral dos 
quais 52 pertencem à Região Metropolitana de Lisboa. Estes números provam a sub-
notificação da doença, já que, apesar de ser de declaração obrigatória desde os anos 
50, os números oficiais dos últimos anos não ultrapassam uma dezena de casos por 
ano em todo o País. O número de casos de leishmaniose canina tem vindo a aumentar 
no nosso País, estando incluída, desde 2002, no grupo das infecções de notificação 
obrigatória durante as campanhas de vacinação anti-rábica 
De um modo geral, a LC é uma doença desconhecida em Portugal, mas têm 
sido descritos casos, desde os anos 40, nas bacias hidrográficas dos rios Douro, Tejo e 
Sado (Ramos & Farinhote, 1952; Aguiar, 1970; Manso et al., 1998). No entanto, 
apenas em dois casos autóctones foi identificada a espécie causadora das lesões como 
L. infantum MON-1 e MON-29 (Campino & Abranches, 2002; Campino et al., 2005). 
Segundo aqueles autores, embora a LC não seja tão frequente em Portugal como em 
Itália ou Espanha, onde se verificam focos endémicos (Bettini et al., 1990; Sanchez et 
al., 1996), esta doença deverá deixar de ser encarada como uma doença muito rara.  
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Embora os parasitas do género Leishmania tenham uma estrutura de 
população clonal, recentemente isolaram-se em Portugal híbridos entre espécies de 
filogenia divergente, L. infantum e L. major em indivíduos imunodeprimidos. Estas 
ocorrências vêm levantar questões relativamente à frequência dos cruzamentos 
genéticos entre estirpes em condições naturais e sobre a importância epidemiológica 
dos seus fenótipos na patogenicidade da infecção e resistência aos fármacos (Ravel et 
al., 2006).  
As alterações climáticas que se estão a verificar, nomeadamente o aumento da 
temperatura com invernos menos rigorosos, poderá ter como consequência uma 
actividade flebotomínica durante um maior número de meses por ano, aumentando o 
período de transmissão do parasita, quer ao Homem, quer aos animais, e 
concomitantemente, a incidência da doença (Calheiros et al., 2006; Dujardin et al., 
2008). Estas alterações climáticas e a vinda de imigrantes do Norte de África e do 
subcontinente indiano, infectados com L. tropica e L. major, até à data, não 
identificadas no nosso país, pode conduzir à introdução destas infecções no País. Em 
Portugal existem os vectores responsáveis pela sua transmissão, P. sergenti no caso 
da L. tropica (Afonso et al., 2005), e P. papatasi no caso de L. major (Pires, 1979).  
 
5. Interacção Parasita-Hospedeiro Vertebrado 
O largo espectro fenotípico das leishmanioses está dependente da espécie (ou 
sub-espécie) infectante e da resposta imunitária, que por sua vez depende das 
características genéticas do hospedeiro. 
A invasão do hospedeiro vertebrado por Leishmania envolve todas as 
componentes de defesa do sistema imune humoral e celular. Sendo o parasita 
obrigatoriamente intracelular, o seu alvo é o macrófago e, apesar dos macrófagos 
serem células especializadas na fagocitose e destruição de agentes patogénicos, as 
leishmanias possuem uma série de estratégias que permitem contrariar a actividade 
dos macrófagos e resistir ao sistema defensivo do hospedeiro (Bogdan et al., 1990b). 
 
5.1. Resistência aos componentes citotóxicos do soro e invasão do macrófago 
Antes de entrar no macrófago, os promastigotas inoculados pelo vector entram 
em contacto com o soro do hospedeiro, ficando sujeitos à sua acção citotóxica, por 
activação do complemento. As formas promastigotas de cultura em fase logarítmica 
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de crescimento, não infecciosas, activam o complemento e são rapidamente lisadas 
pelo soro não imune (Puentes et al., 1988). Pelo contrário, as formas promastigotas 
metacíclicas, infecciosas, desenvolvem mecanismos que lhes permitem não só 
bloquear a actividade lítica do complemento, como ainda explorar a capacidade de 
opsonização e quimiotaxia do mesmo (Zambrano-Villa et al., 2002). 
A activação do complemento leva à formação do componente C5a, o qual atrai 
os macrófagos para a área da infecção, através de um gradiente quimiotáctico (Bray, 
1983). Outro efeito da activação do complemento é a opsonização do parasita por 
fixação da proteína C3b do complemento. O C3b pode funcionar como ligando para 
os receptores do complemento nos macrófagos (CR), favorecendo assim a entrada do 
parasita para as células fagocíticas. O C3b pode também favorecer a formação dos 
complexos C5b-C9, que medeiam a lise da membrana dos parasitas (Mosser & 
Edelson, 1984). 
Todas as espécies e estirpes de Leishmania estudadas até ao momento activam 
o complemento, quer pela via clássica (Pearson & Steigbigel, 1980; Puentes et al., 
1988), quer pela via alternativa (Mosser & Edelson, 1984), e esta activação resulta no 
aumento da internalização dos parasitas no macrófago (Brittingham & Mosser, 1996). 
De facto, a capacidade de resistência das formas promastigotas metacíclicas à lise 
pelo complemento não é devida à ausência de ligação e activação do mesmo, 
parecendo antes estar relacionada com a expressão antigénica de superfície do 
parasita (Silva et al., 1989). Duas das proteínas mais abundantes na membrana do 
parasita desempenham um papel crucial nesta resistência: a glicoproteína de 63 kD 
(gp63) e o lipofosfoglicano (LPG). A gp63 promove a conversão proteolítica do C3b 
à sua forma inactiva (iC3b), a qual se mantém opsonítica, mas perde a capacidade de 
induzir a formação do complexo C5b-C9 (Brittingham & Mosser, 1996). A função do 
LPG parece ser essencialmente mecânica: a sua forma alongada nos promastigotas 
metacíclicos parece funcionar como uma barreira física, evitando a inserção dos 
complexos C5b-C9 (Puentes et al., 1990). Adicionalmente, foi já demonstrado que as 
leishmanias possuem proteínas cinases que inactivam as fracções do complemento, 
por fosforilação (Hermoso et al., 1991; Sacerdoti-Sierra et al., 1997). 
Em conclusão, a fagocitose de Leishmania pelos macrófagos é mediada por 
proteínas de superfície do parasita, por factores do soro do hospedeiro e por diversos 
receptores dos macrófagos (Mosser & Brittingham, 1997). Os receptores do 
complemento CR3 e CR1 parecem ser os mais importantes (Blackwell, 1985; Silva et 
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al., 1989; Brittingham et al., 1995) e embora ambos os receptores participem na 
adesão promastigota-macrófago mediada pelo complemento, o CR3 parece 
desempenhar um papel mais importante neste processo sendo provavelmente o 
receptor predominante na internalização das formas promastigotas metacíclicas nos 
macrófagos (Rosenthal et al., 1996). Contudo, a observação de que murganhos 
deficientes em CR3 podem ser infectados por Leishmania sugere a ocorrência de 
mecanismos de ligação directa, possivelmente envolvendo moléculas do parasita e 
receptores de lectina nos macrófagos (Mosser & Brittingham, 1997). 
 
5.2. Apoptose 
A apoptose ou morte celular programada (MCP) foi inicialmente descrita no 
início dos anos setenta (Kerr et al., 1972), sendo definida pela morfologia celular, 
com condensação da cromatina, fragmentação nuclear, perca de volume e 
decomposição celular com formação de corpos apoptóticos destinados a serem 
eliminados por fagocitose, prevenindo deste modo o desenvolvimento de uma 
resposta inflamatória. Apesar da MCP estar relacionada com a homeostase tecidual, o 
seu papel torna-se relevante na patogénese das doenças ao eliminar células sem 
despertar uma resposta imune (Ryter et al., 2007).  
No caso da leishmaniose, a MCP é considerada um comportamento altruístico 
apresentado por uma subpopulação de parasitas e indispensável para o 
estabelecimento e manutenção da infecção (Wanderley et al., 2005; Getti et al., 
2008); a ingestão pelos macrófagos de parasitas (promastigotas/amastigotas) em 
apoptose, os quais  apresentam à superfície fosfatidilserina (PS), leva à libertação de 
TGF-β e IL-10 e inibe a produção de TNF-α e IL-12 (Holzmuller et al., 2006; 
Zandbergen et al., 2007), suprimindo a activação dos mecanismos efectores da célula 
hospedeira. A MCP permite ainda controlar o número de leishmanias no interior do 
macrófago (assim como no vector), de modo a evitar a falta de nutrientes e prevenir a 
morte dos parasitas (Zangger et al., 2002; Wanderley et al., 2005; Shaha, 2006; 
Zandbergen et al., 2006; Carmen & Sinai, 2007). A apoptose também parece ser uma 
alternativa das leishmanias quando expostas a diferentes fármacos (Sereno et al., 
2001b; Lee et al., 2002; Sudhandiran & Shaha, 2003; Jayanarayan & Dey, 2005; 
Mehta & Shaha, 2004; Paris et al., 2004; Verma & Dey, 2004; Alzate et al., 2008). 
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5.3. Invasão de neutrófilos e de células com capacidade leishmanicida reduzida 
Desde a primeira descrição de multiplicação de leishmanias em células 
fagocíticas mononucleares (Chang & Dwyer, 1976), inúmeros estudos provaram que 
os macrófagos são as células hospedeiras de Leishmania por excelência. Contudo, nos 
últimos anos verificou-se a importância dos neutrófilos (PMN) no início da infecção; 
estas células infectadas secretam IL-8, recrutando um maior número de neutrófilos 
para o local de infecção, sendo estas células também atraídas pelo factor 
quimiotáctico de Leishmania (LCF) (Zandbergen et al., 2002). Uma vez no interior 
do neutrófilo, os promastigotas sobrevivem à acção do anião superóxido (O2-) 
bloqueando a resposta oxidativa (Laufs et al., 2002). Por outro lado, a apoptose dos 
neutrófilos infectados é retardada pela inibição da acção da caspase-3 (Aga et al., 
2002). Em condições normais, o tempo médio de vida dos neutrófilos é de 6 a 10 
horas (Squier et al., 1995), enquanto que as células infectadas por Leishmania 
sobrevivem cerca de 42 horas. Este atraso na apoptose, juntamente com a secreção de 
quimiocinas inflamatórias dos macrófagos 1α (MIP-1α) e 1β (MIP-1β), permite a 
migração das células hospedeiras para o local de infecção (Sunderkötter et al., 1993; 
Zandbergen et al., 2004). A ingestão dos PMN apoptóticos parasitados pelos 
macrófagos (Voll et al., 1997; Fadok et al., 1998; Henson, 2004) facilita a 
sobrevivência e multiplicação de Leishmania através de dois mecanismos: (i) os 
parasitas intracelulares dos PMN não interagem directamente com os receptores do 
macrófago, evitando que este reconheça o antigénio e se active;  (ii) a fagocitose  das 
células apoptóticas silencia em parte a função de fagocitose, através da inibição da 
produção de citocinas pró-inflamatórias: TNF, IL-1 e IL-12 e através do aumento da 
secreção das citocinas anti-inflamatórias: factor transformador de crescimento beta 
(TGF-β) e IL-10 (Laskay et al., 2003; Zandbergen et al., 2004; 2007; Laskay et al., 
2008). Por outro lado, Peters et al. (2008) defendem que uma outra estratégia 
parasitária é evitar que os macrófagos activem as suas funções microbicidas 
sobrecarregando-os com a eliminação de PMN em apoptose. 
Contudo, a capacidade de fagocitose dos mamíferos não é restrita às principais 
células fagocíticas (macrófagos, monócitos, neutrófilos), não sendo surpreendente a 
identificação de outros tipos celulares infectados por Leishmania (Rittig & Bogdan, 
2000). Por exemplo, foi já demonstrado que as células dendríticas da pele (células de 
Langerhans) são permissíveis à presença do parasita, ainda que não permitam a sua 
multiplicação (Blank et al., 1996) enquanto que os fibroblastos são importantes na 
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fase crónica da infecção (Bogdan et al., 2000). A capacidade das leishmanias 
permanecerem neste tipo de células poderá contribuir para a presença de um número 
reduzido de parasitas no hospedeiro vertebrado, funcionando como mais uma 
estratégia de defesa (Bogdan & Röllinghoff, 1998).  
 
5.4. Sobrevivência e multiplicação nos macrófagos 
Durante o processo clássico da fagocitose, os lisossomas, que contêm 
hidrolases, fundem-se com o fagossoma (parasitóforo), que contém o parasita, 
formando o fagolisossoma. No caso da leishmaniose, vários estudos demonstraram 
que os promastigotas podem inibir a fusão fagossoma-lisossoma, por acção do LPG 
(Desjardin & Descoteaux, 1997). A passagem da forma promastigota para a forma 
amastigota é acompanhada por uma diminuição da expressão do LPG, 
restabelecendo-se a fusão fagossoma-lisossoma, pelo que as formas amastigotas têm 
que resistir ao meio ácido rico em proteases do parasitóforo. Um desses mecanismos 
é a indução de alterações na homeostase do macrófago. Os parasitas promovem o 
aumento da concentração de Ca2+ dentro do macrófago, alterando assim as suas vias 
de sinalização dependentes do Ca2+. Como consequência, os macrófagos ficam com 
os mecanismos de resposta a estímulos internos alterados, afectando funções de 
combate ao parasita, como o choque oxidativo (“oxidative burst”) e a expressão de 
moléculas do complexo major de histocompatibilidade (MHC) da classe II (Eilam et 
al., 1985; Olivier et al., 1992; Gregory & Olivier, 2005). 
Contrariamente às formas promastigotas não infecciosas, as formas metacíclicas 
não estimulam o choque oxidativo, principalmente devido a dois factores: (1) 
utilização do receptor CR3 para internalização no macrófago, um processo que não 
estimula o choque oxidativo (Mosser & Edelson, 1987); (2) a elevada capacidade do 
LPG na inibição da proteína cinase C do macrófago, a qual é essencial para a 
produção de metabolitos oxidativos no macrófago (McNeely & Turco, 1990). As 
formas amastigotas possuem ainda substâncias, como a fosfatase ácida, e outras 
enzimas (como a superóxido dismutase), que neutralizam os metabolitos oxidativos 
(Ghosh et al., 2003; Olivier et al., 2005; Kima, 2007). 
Um outro mecanismo utilizado pelo macrófago para destruição dos parasitas é a 
produção de óxido nítrico (NO) pela enzima NO sintetase (iNOS). Proudfoot et al. 
(1995; 1996) descreveram que a síntese de NO pode ser inibida por moléculas de 
glicoinositolfosfolípidos (GIPL) e pelo LPG presentes na membrana celular de 
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Leishmania. Estas duas moléculas, juntamente com a gp63, medeiam a resistência do 
parasita à acção das hidrolases lisossomais (Sorensen et al., 1994; Opat et al., 1996; 
Seay et al., 1996). 
As formas amastigotas estão perfeitamente adaptadas ao meio ácido dos 
fagolisossomas: a entrada de metabolitos essenciais, como a prolina, a glucose e as 
bases pirimidínicas, sendo dependente do transporte de protões (H+) para o exterior, é 
óptima a um pH ácido (4.0 – 5.5). Assim, apesar de viverem no meio ácido dos 
fagolisossomas, os parasitas conseguem manter um pH neutro no seu interior 
(Burchmore & Barret, 2001). 
A multiplicação dos parasitas é seguida de ruptura da célula parasitada, sendo 
as formas amastigotas fagocitadas por outros macrófagos. A infecção por Leishmania 
induz a expressão de MIP-1α e MIP-1β, as quais induzem o recrutamento de mais 
monócitos/macrófagos para o local da infecção, possibilitando, assim, a disseminação 
do parasita (Buates & Matlashewski, 2001). Outros estudos demonstraram ainda que 
o parasita tem a capacidade de inibir a apoptose dos macrófagos infectados, 
contribuindo assim para a sua própria sobrevivência (Moore & Matlashewski, 1994; 
Lüder et al., 2001). 
 
5.5. Modulação da resposta imune 
As leishmanioses têm sido referidas como modelo da resposta imunitária contra 
as infecções provocadas por parasitas intracelulares (Roitt et al., 1996). 
As interacções Leishmania-macrófago determinam a resposta imunitária e têm 
um forte impacto no desenvolvimento ou na supressão da doença. Macrófagos 
activados, células “natural killer” (NK) e linfócitos T desempenham um papel crucial 
na defesa do hospedeiro contra a infecção por Leishmania. A activação destas células 
efectoras está dependente da presença de citocinas estimuladoras ou inibitórias. As 
leishmanias têm a capacidade de alterar a produção das citocinas, afectando, deste 
modo, o desenvolvimento de uma resposta imune protectora pelo hospedeiro. 
A infecção por Leishmania pode resultar em dois tipos de respostas imunitárias, 
associadas à actividade dos linfócitos: a resposta humoral, não protectora, associada 
com a susceptibilidade à doença, e a resposta celular, promotora da resistência à 
infecção. 
Na LV observa-se uma marcada resposta humoral, com produção de elevados 
níveis de gamaglobulinas, principalmente IgG e IgM. Algumas delas representam 
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anticorpos específicos, enquanto outras são resultantes da activação policlonal das 
células B (Raziuddin et al., 1992). No entanto, os elevados valores de anticorpos não 
impedem a progressão da doença e estão associados a uma profunda diminuição da 
imunidade celular (Rezai et al., 1978; Dunan et al., 1990). No cão, os 
imunocomplexos estão presentes em grande quantidade, provocando lesões que 
constituem a principal causa de morte, por insuficiência (Slappendel, 1988; Garcia-
Alonso et al., 1997). A elevada produção de imunoglobulinas favorece o parasita 
porque, ao aumentar a opsonização, facilita a sua internalização nos macrófagos, por 
fagocitose. 
Um número considerável de estudos aponta que, em ambas as formas da 
doença, visceral e cutânea, o desenvolvimento de resistência ou de susceptibilidade à 
infecção é determinado pela imunidade celular (Liew, 1990). 
Os hospedeiros vertebrados possuem um conjunto de moléculas que se ligam a 
péptidos antigénicos, de forma a que estes sejam reconhecidos pelo sistema imune. 
Estas moléculas fazem parte do MHC. No macrófago, as moléculas da classe II, 
associadas a péptidos parasitários provenientes de compartimentos celulares acídicos, 
posicionam-se na membrana externa, de forma a serem reconhecidos pelas células T, 
sinalizando, deste modo, a existência da infecção intracelular (Paul, 1993). 
Ao reconhecerem o antigénio que lhes é apresentado pelas células 
apresentadoras de antigénio (APCs), as células T CD4+ ficam activadas e produzem 
citocinas. Existem três tipos principais de APCs: macrófagos, células dendríticas e 
linfócitos B. Destas, as células dendríticas são consideradas as APCs por excelência, 
por produzirem constitutivamente níveis elevados de moléculas MHC II, ao passo que 
nos macrófagos aquela expressão só é induzida na presença de citocinas, como o 
interferão gama (IFN-γ). No entanto, os macrófagos parecem ser as únicas células 
tipicamente fagocíticas que também possuem capacidade de apresentação antigénica 
(revisto por Gomes-Pereira, 2003). 
Na interacção entre APCs e linfócitos, para além dos complexos formados pelas 
moléculas MHC I e II associadas aos péptidos antigénicos, participam também as 
moléculas de co-estimulação B7-1 e B7-2. Estas moléculas, localizadas na superfície 
dos APCs, são reconhecidas pelos receptores CD28 (sinal de co-estimulação positiva) 
e CD152 (CTLA-4, sinal de co-estimulação negativa) das células T. Após 
estimulação, as células T CD4+ podem diferenciar-se funcionalmente em duas sub-
populações, T “helper” 1 (Th1) e T “helper” 2 (Th2). As células Th1 e Th2 
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diferenciam-se a partir de percursores Th “naive” (sem experiência prévia de contacto 
com antigénios), em resposta a citocinas. A interleucina 12 (IL-12), produzida pelos 
macrófagos e células dendríticas, é essencial para o desencadear de uma resposta do 
tipo Th1, enquanto a IL-4 direcciona o desenvolvimento da sub-população Th2. Estas 
sub-populações diferem no padrão de citocinas produzidas e, consequentemente, na 
sua função. As células Th1 produzem IL-2, IFN-γ e TNF-α e estimulam a imunidade 
celular, resultando na activação dos macrófagos e de células T CD8+ citotóxicas e 
subsequente morte dos parasitas. As células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, 
as quais inibem a activação dos macrófagos e são as principais responsáveis pelo 
desenvolvimento da resposta humoral não protectora (Lehmann & Alber, 1998; 
Bogdan & Röllinghoff, 1999). 
Adicionalmente, ambas as sub-populações de células Th1 e Th2 induzem a 
produção de anticorpos. In vitro, as células Th2 são mais eficientes, promovendo uma 
indução específica e inespecífica ao antigénio (Liew & O’Donnell, 1993), enquanto 
as células Th1 apenas promovem a produção de anticorpos nas respostas secundárias 
específicas ao antigénio. Outra diferença entre as duas sub-populações celulares 
relativamente à produção de anticorpos é a capacidade de estimular os linfócitos B a 
produzirem diferentes tipos de imunoglobulinas. A produção de IFN-γ pelas células 
Th1 e de IL-4 pelas células Th2 estimulam as células B para a produção de IgG2a e 
de IgG1 e IgE, respectivamente (Finkelman et al., 1990). 
Em experiências efectuadas com murganhos infectados por L. major, verificou-
se que a resposta das células Th1 está relacionada com o controlo da infecção, 
enquanto que o desenvolvimento de uma resposta do tipo Th2 está associada ao 
desenvolvimento incontrolado da doença (Locksley et al., 1987; Scott et al., 1988; 
Heinzel et al., 1989; 1991). No entanto, infecções experimentais de murganhos com 
espécies viscerotrópicas de Leishmania, como L. donovani, sugerem que a 
susceptibilidade está mais associada com o desenvolvimento de uma deficiente 
resposta do tipo Th1 do que com uma resposta dominante do tipo Th2 (Kaye et al., 
1991). 
A IL-12, para além de promover directamente a expansão das células Th1 e a 
produção de IFN-γ, desempenha também um papel importante na indução da 
produção de IFN-γ pelas células NK, as quais participam na resposta imune precoce 
inespecífica à invasão dos agentes patogénicos, contribuindo assim para o 
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desenvolvimento inicial de uma resposta Th1 (Scharton & Scott, 1993; Gregory & 
Olivier, 2005). Estudos de infecção experimental por L. major no modelo murino 
demonstraram que a IL-12 pode ainda suprimir a produção de IL-4 por um 
mecanismo independente do IFN-γ (Wang et al., 1994). 
Contrariamente, as citocinas anti-inflamatórias, IL-10 e TGF-β, parecem 
contribuir para o estabelecimento da infecção. Macrófagos infectados por Leishmania 
tendem a aumentar a produção daquelas citocinas, conduzindo a uma diminuição da 
sua capacidade leishmanicida (Barral et al., 1993; Bogdan & Nathan, 1993; Stenger 
et al., 1994). Estas citocinas são também produzidas por uma sub-população de 
linfócitos T CD4+, as célula T reguladoras (Treg), as quais são responsáveis pela 
atenuação, ou mesmo supressão, das respostas imunes do tipo Th1 e Th2, tendo esta 
resposta sido denominada de Th3. Estas células são importantes para a manutenção 
da homeostasia imunológica, mas favorecem a sobrevivência do parasita (Belkaid et 
al., 2002). 
Na fase aguda da doença, os doentes com leishmaniose visceral (LV) não 
apresentam respostas de hipersensibilidade retardada específicas para Leishmania, 
desenvolvem títulos elevados de anticorpos específicos, e os seus linfócitos, in vitro, 
não respondem ao antigénio parasitário. Após a cura, as respostas linfoproliferativas 
são restabelecidas, produzindo citocinas na presença de antigénios do parasita 
(Carvalho et al., 1985; 1994). Vários estudos in vitro vieram sugerir que a resposta 
imune na LV é de natureza mista (Cillari et al., 1995; Sundar et al., 1997; Zijlstra & 
el-Hassan, 2001), isto é com produção concomitante de citocinas Th1 e Th2, tendo 
também sido detectada in vivo a expressão simultânea de IFN-γ e de IL-10, 
nomeadamente em material de biópsias de doentes com doença activa (Karp et al., 
1993; Kenney et al., 1998). Contrariamente ao descrito na LV, na leishmaniose 
cutânea observa-se uma forte hipersensibilidade retardada e as respostas 
linfoproliferativas ao antigénio ocorrem tanto durante a doença, como após a cura. O 
padrão de produção de citocinas varia de acordo com a espécie infectante mas, de 
uma forma geral, o desenvolvimento das lesões cutâneas está associado à produção de 
IL-10 (Rocha et al., 1999) e de IL-13 (Bourreau et al., 2001), enquanto a fase de 
regressão da doença está associada à produção de IFN-γ e diminuição da IL-10, quer 
em indivíduos em tratamento (Rocha et al., 1999), quer em indivíduos resistentes que 
vivem em áreas endémicas (Carvalho et al., 1995). Na leishmaniose mucocutânea 
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(LMC), as respostas linfoproliferativas in vitro e in vivo (teste de Montenegro) são 
exageradas, o que pode explicar a destruição dos tecidos do hospedeiro e a escassez 
de parasitas nas mucosas, característicos nesta doença (Reed & Scott, 1993). A 
análise da expressão de citocinas nas lesões de indivíduos com LMC sugere o 
desenvolvimento de uma resposta mista Th1/Th2, com produção de IFN-γ, TNF-α, 
IL-4 e IL-10 (Caceres-Dittmar et al., 1993). 
Contudo, a presença ou ausência de citocinas não será o único factor que 
modula a resposta imune na leishmaniose. Muitos outros factores podem influenciar o 
desenvolvimento de uma ou de outra sub-população após a infecção, nomeadamente 
o tipo de células apresentadoras de antigénio (APCs) (Will et al., 1992; Konecny et 
al., 1999), a natureza dos antigénios reconhecidos (Skeiky et al., 1995) e diferenças 
nas interacções entre as moléculas do MHC II e receptor das células T (TCR) (Kaye 
et al., 1992). 
Os parasitas podem impedir a indução de uma resposta Th1 protectora pelo 
bloqueio da apresentação de antigénios pelo MHC II; sem a devida apresentação, as 
células da sub-população Th1 não podem ser eficazmente activadas. Foi já 
demonstrado que as formas amastigotas de L. amazonensis conseguem internalizar 
moléculas da classe II do MHC nos lisossomas parasitários (megassomas), onde são 
degradadas pela acção de proteases (Souza-Leão et al., 1995). Por outro lado, o 
sequestro destas moléculas e dos antigénios dos amastigotas no fagolisossoma foi 
observado por Lang et al. (1994) e Kima et al. (1996), respectivamente. Ao regular o 
processamento dos seus antigénios, o parasita dificulta a detecção de macrófagos 
infectados, pelo sistema imune do hospedeiro, aumentando assim a sua capacidade de 
sobrevivência. Adicionalmente, o parasita tem também a capacidade de alterar, nos 
macrófagos, a expressão de moléculas de co-estimulação indispensáveis para uma 
eficiente activação das células T. De facto, foi já observada uma redução da 
expressão das moléculas B7 em células parasitadas (Kaye et al., 1994; Saha et al., 
1995; Pinneli et al., 1999; Almeida et al., 2003) assim como das moléculas CD40 
(Kamanaka et al., 1996; Soong et al., 1995). Este mecanismo poderá estar associado à 
activação das moléculas de co-estimulação negativa, como o receptor CTLA-4, 
levando ao bloqueio do processo normal de activação das células T, que pode resultar 
na morte da célula por apoptose. Alguns estudos demonstraram a ocorrência de 
apoptose nas células T CD4+ e T CD8+ em animais infectados por Leishmania (Das 
et al., 1999; Bertho et al., 2000), sendo o LPG do parasita apontado como potencial 
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responsável pela regulação deste mecanismo (Wolday et al., 1999). Também a gp63 
parece interferir negativamente com a estabilidade das interacções entre APCs e 
células T CD4+ (Locksley et al., 1993). 
Também as células NK parecem desempenhar um papel fundamental na 
leishmaniose cutânea. Estudos com L. major identificaram uma maior actividade das 
células NK durante a infecção de murganhos resistentes à infecção do que em 
murganhos sensíveis. Estas células constituíram uma importante fonte de IFN-γ no 
princípio da infecção, contribuindo para o desenvolvimento de uma resposta do tipo 
Th1. A remoção destas células induziu uma diminuição da produção de IFN-γ e 
menor capacidade de eliminação do parasita (Laskay et al., 1995; Scharton & Scott, 
1993). Os mesmos autores verificaram, mais tarde, que a activação das células NK 
em BALB/c infectados por L. major era inibida pela presença de TGF-β, 
possivelmente através de um mecanismo de inibição da produção de IL-12 ou da 
expressão dos receptores para esta citocina (Laskay et al., 1997; Scharton-Kersten et 
al., 1995). 
Em conclusão, as leishmanias parecem possuir moléculas fortemente 
imunogénicas, com capacidade de induzir o sistema imune do hospedeiro a 
desenvolver uma resposta ineficaz, caracterizada pela produção de elevados níveis de 
anticorpos e respostas celulares específicas diminuídas (Reed & Scott, 1993). 
 
5.6. Regulação genética da infecção  
O uso de murganhos geneticamente diferentes ao nível de um gene ou alelo, 
tem permitido a análise de vários loci do hospedeiro, alguns dos quais contribuem de 
forma decisiva para a evolução da infecção. Os loci Nramp1 (“Natural resistance-
associated macrophage protein 1”) e H-2 (“Mouse major histocompatibility”) no 
modelo murino têm sido descritos como determinantes no controlo da LV (Blackwell, 
1996). 
O locus Nramp1 manifesta a sua actividade principalmente ao nível da resposta 
inata do hospedeiro, enquanto que o locus H-2 intervem na resposta imunológica 
adquirida contra Leishmania. 
Nos murganhos, o locus Nramp1 é responsável pela codificação de uma 
proteína de membrana do fagossoma que transporta metais divalentes tais como o 
ferro. A depleção destes catiões, essenciais à actividade metabólica do parasita, inibe 
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a sua multiplicação intracelular (Skamene et al., 1998; Lipoldová & Demant, 2006). 
Segundo Searle et al. (1998), a expressão deste gene ocorre em macrófagos e 
monócitos e em leucócitos polimorfonucleares apresentando uma grande variedade de 
efeitos que incluem a regulação: (i) das citocinas IL-1 e TNF-α; (ii) da enzima iNOS 
e da produção de NO; (iii) da expressão de moléculas MHC II e (iv) da apresentação 
antigénica (Blackwell, 1989; Blackwell et al., 1994; Barton et al., 1995). 
Deste modo, o gene Nramp1 influencia a actividade leishmanicida do 
macrófago e também a expansão das células T CD4+ (Lang et al., 1997). No 
murganho, dependendo do alelo apresentado para este gene o animal é considerado 
susceptível (Lshs) ou resistente (Lshr) à infecção por Leishmania.  
Numa população humana do Sudão, foi recentemente descrita a associação 
entre polimorfismos do gene Lsh e a susceptibilidade à LV (Bucheton et al., 2003; 
Mohamed et al., 2003). Também no cão, estudos recentes mostraram que 
determinados polimorfismos deste gene predominavam nos animais susceptíveis à 
infecção por L. infantum (Altet et al., 2002; Sanchez-Robert et al., 2008). 
Para além do papel do gene Nramp1 no controlo da resposta imunitária à 
infecção por Leishmania, também o locus responsável pela codificação das moléculas 
MHC, nos murganhos designado por locus H-2, é decisivo na progressão para a cura 
na LV. No Homem e o cão foram  também efectuados estudos para determinação da 
importância de polimorfismos do MHC na susceptibilidade ao parasita. A tipagem de 
antigénios HLA (“Human leucocyte antigen”) em doentes com leishmaniose visceral 
no Irão revelou uma associação da doença ao antigénio HLA-A26 (Faghiri et al., 
1995). Barbier et al. (1987), Lara et al. (1991), Petzl-Erler et al. (1991), Cabrera et al. 
(1995) detectaram polimorfismos genéticos nos genes codifiantes HLA-I e HLA-II 
afectando a susceptibilidade a L. guyanensis e L. braziliensis. Contudo, estudos 
posteriores na Índia, no Brasil e na Região Mediterrânica, não evidenciaram qualquer 
associação entre a susceptibilidade à doença e os haplótipos HLA estudados (Singh et 
al., 1997; Meddeb-Garnaoui et al., 2001; Peacock et al., 2002). No Brasil, um estudo 
recente efectuado em cães naturalmente infectados com L. chagasi, revelou uma 
associação entre a susceptibilidade à leishmaniose canina e polimorfismos do locus 
DLA4 (“Dog Leukocyte Antigen”) da região génica responsável pelas moléculas 
MHC II (Quinnell et al., 2003). 
Num estudo realizado na Venezuela, Cabrera et al. (1995) associaram o 
aparecimento da LMC com polimorfismos nos genes TNF-α e TNF-β, enquanto que 
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no Brasil, Karplus et al. (2002) associaram-nos ao desenvolvimento de doença por L. 
chagasi. No Sudão, Mohamed et al. (2003) e Blackwell et al. (2004) encontraram 
associações entre polimorfismos nos genes codificantes da IL4 e o aparecimento da 
LV e entre polimorfismos no receptor do IFN-γ e o desenvolvimento de lesões 
leishmanóides dérmicas pós kala-azar. Mais recentemente, El-Safi et al. (2006) 
associaram o locus 22q12 com desenvolvimento de LV. 
A susceptibilidade do hospedeiro é ainda influenciada por factores não-
genéticos tais como o grau de nutrição, a presença de infecções concomitantes e a 
prévia exposição à infecção por Leihsmania (Baneth et al., 2008). 
 
6. Métodos de Diagnóstico Laboratorial das Leishmanioses 
O diagnóstico precoce da leishmaniose é de elevada importância, de forma a 
evitar o desenvolvimento de lesões graves ou mesmo a morte do doente (Schallig & 
Oskam, 2002) e como medida de controlo. 
O diagnóstico definitivo da doença é efectuado pela identificação do parasita 
nas lesões de pele e nos órgãos ricos em células do sistema mononuclear fagocítico, 
respectivamente nos casos de LC e de LV. 
O diagnóstico clínico da LV é complexo, devido à ocorrência, nas mesmas 
áreas geográficas, de outras doenças que apresentam quadros clínicos semelhantes, 
tais como a tripanossomose, a tuberculose e doenças linfoproliferativas. Algumas 
destas doenças podem cursar concomitantemente com a LV e a sequestração do 
parasita no baço, no fígado, na medula óssea e nos gânglios linfáticos dificulta o 
diagnóstico (Sundar & Rai, 2002). 
Os métodos de diagnóstico são, basicamente os mesmos, quer se trate da 
doença humana ou canina. 
 
6.1. Diagnóstico parasitológico 
Os métodos clássicos do diagnóstico parasitológico da leishmaniose consistem 
na pesquisa dos parasitas por exame directo ou por exame cultural, efectuados a partir 
do material biológico infectado. Na maior parte dos casos de LV, é efectuado a partir 
de biópsia da medula óssea, e, no caso do cão, também a partir de punção dos 
gânglios linfáticos. Em alguns casos são utilizadas amostras biológicas de biópsias 
aspirativas hepáticas e esplénicas, no entanto a recolha de material apresenta maior 
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dificuldade e um risco acrescido para o doente (Guerin et al., 2002). Os exames de 
pele também são utilizados para diagnóstico, mas sobretudo na LC. 
O exame directo consiste na observação, ao microscópio óptico, de 
preparações do material biológico, após coloração. A visualização de uma só célula 
parasitada é patognomónica da infecção por Leishmania. 
O exame cultural é mais sensível que o exame directo, aumentando assim a 
probabilidade de sucesso do diagnóstico (Figura 1.5).  
 
Figura 1.5. Meio de cultura NNN. 
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Apesar de apresentar 100% de especificidade, a obtenção do resultado é 
demorada e condicionada pela ausência de contaminação bacteriana ou fúngica das 
culturas. É também necessário ter em conta que nem todos os isolados crescem em 
meio de cultura e que um resultado negativo com suspeita clínica não significa que o 
animal não se encontre infectado pois a distribuição dos parasitas nos tecidos e nos 
diferentes órgãos não é homogénea. Porém, o isolamento da estirpe em meio de 
cultura possibilita: (1) a identificação da estirpe por tipagem isoenzimática ou 
molecular, dado que as espécies de Leishmania são morfologicamente indistinguíveis; 
(2) a obtenção de um número suficientemente elevado de organismos para 
inoculações em infecções experimentais e para obtenção de antigénios; (3) estudos in 
vitro da eficiência de fármacos. Assim se compreende que este exame não seja 
utilizado sistematicamente para avaliar a resposta terapêutica e os resultados de 
programas de controlo e erradicação da doença (Ambroise-Thomas, 1976). 
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Ainda que a visualização de um único parasita seja suficiente para o diagnóstico 
definitivo da doença, a sensibilidade dos testes parasitológicos é baixa.  
 
6.2. Diagnóstico seroimunológico  
Como acima referido, o diagnóstico definitivo da LV é geralmente baseado na 
detecção do parasita. No entanto, o processo de colheita é invasivo e as técnicas 
pouco sensíveis (Coppola et al., 1994; Piarroux et al., 1994; Schallig & Oskam, 2002; 
Sundar & Rai, 2002). Devido a estas limitações, foram desenvolvidos métodos 
seroimunológicos para diagnóstico da infecção, os quais tiram partido da elevada 
produção de anticorpos na leishmaniose visceral (Sundar & Rai, 2002), 
principalmente em indivíduos imunocompetentes e nos cães.  
Os métodos seroimunológicos não têm valor prático no diagnóstico das LC. 
Com excepção da LMC, os anticorpos apresentam valores baixos. 
 
6.2.1. Imunidade humoral 
O teste seroimunológico que tem sido universalmente utilizado no estudo da 
LV é a imunofluorescência indirecta (IFI) (Oddo & Cascio, 1963; Abranches, 1984). 
Esta técnica semi-quantitativa permite também seguir a infecção, discriminando a 
fase aguda duma fase de remissão após tratamento, por detecção da diminuição de 
anticorpos circulantes (Millesimo et al., 1996¸ Gradoni, 2002; Manciati et al., 2002; 
Alvar et al., 2004). 
Barbosa et al. desenvolveram em 1973 a técnica de contraimunoelectroforese 
(CIE) que, apesar de não ser quantitativa, tem as vantagens de apresentar elevada 
sensibilidade e especificidade, utilizar quantidades mínimas de antigénio, permitir a 
obtenção do resultado em pouco tempo e de não necessitar de anticorpo específico, 
podendo ser testada em diferentes espécies de hospedeiros. Pelas características deste 
teste, é citado como complemento da IFI em estudos epidemiológicos (Mansueto et 
al., 1982; Dunan et al., 1987; Abranches et al., 1991; Campino, 1991). 
Apesar de revelar uma elevada sensibilidade (100%) e especificidade (90.5%) 
em indivíduos imunocompetentes, a instabilidade dos reagentes, associado a uma 
reprodutibilidade pouco satisfatória e ao facto de não permitir distinguir entre a fase 
aguda e a fase remissiva da doença (Millesimo et al., 1996; Baleeiro et al., 2006) 
torna-a pouco adequada ao diagnóstico, mas bastante útil no rastreio de casos em 
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estudos epidemiológicos, em que habitualmente se é confrontado com elevado 
número de amostras (Safi & Evans, 1989).  
Harith et al. (1986, 1987, 1989), desenvolveram um teste de aglutinação 
directa (DAT) com reagentes estáveis, que também pode ser utilizada em grande 
escala e que apresenta resultados de fácil leitura e interpretação. A sensibilidade varia 
de 70.6 % (Mohebali et al., 2004b) e 100% (Silva et al., 2006) enquanto que a 
especificidade encontra-se entre 84.9% (Mohebali et al., 2004b) e 100% (Neogy et 
al., 1992; Schallig et al., 2002a). 
Uma desvantagem da técnica de DAT é não permitir uma boa distinção entre 
indivíduos saudáveis e indivíduos em fase de remissão (Millesimo et al., 1996). 
Apesar de do passado o antigénio utilizado ter que ser mantido a +4ºC, a sua 
liofilização veio colmatar este problema, permitindo a sua manutenção a temperaturas 
elevadas e a sua utilização em estudos de campo (Neogy et al., 1992; Meredith et al., 
1995; Schallig et al., 2002a; 2002b). Schallig et al. (2002b; 2004) desenvolveram o 
teste rápido de aglutinação (FAST), que requer uma única diluição de soro e cuja 
leitura do resultado é feita após três horas de incubação apresentando uma 
sensibilidade e especificidade de 93.6% a 97.7% e de 89.0% a 93.0%, 
respectivamente. 
Todas estas técnicas apresentam elevadas sensibilidades quando aplicadas a 
soros de indivíduos imunocompetentes com LV. No entanto, com o aparecimento de 
casos de leishmaniose em indivíduos imunocomprometidos, estas técnicas revelaram-
se pouco sensíveis, uma vez que estes pacientes apresentam uma resposta humoral 
reduzida ou mesmo ausência de anticorpos circulantes (Rosenthal et al., 1995; 
Campino et al., 1997). 
Assim, nos anos 90 foi aplicada a técnica de Western-blot no diagnóstico da 
LV em doentes imunocomprometidos apesar de não haver consenso quanto ao padrão 
de reconhecimento das fracções proteicas do parasita pelos anticorpos (Mary et al., 
1992; Rolland et al., 1994; Marty et al., 1995; Costa et al., 1996; Santos-Gomes et 
al., 2000b). A falta de reprodutibilidade dos resultados entre diferentes laboratórios 
também observada no diagnóstico da leishmaniose canina (Abranches et al., 1991; 
Carrera et al., 1996; Fernández-Pérez et al., 2003), associada ao elevado custo e à 
necessidade de ser executada por técnicos experientes, limita a sua utilização à 
investigação (Ferroglio et al., 2007).  
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 Um dos mais promissores antigénios para aplicação em testes 
seroimunológicos é o rK39, uma proteína constituída por 39 aminoácidos, 
predominante nas formas amastigotas do complexo L. donovani (Burns et al., 1993). 
A proteína recombinante rK39 foi inicialmente utilizada num teste de ELISA (Qu et 
al., 1994; Singh et al., 1995; Badaró et al., 1996; Houghton et al., 1998; Rhalem et 
al., 1999; Scalone et al., 2002; Mettler et al., 2005) e mais tarde num teste 
imunocromatográfico de aplicação rápida (“dipstick”) (Sundar et al., 1998). Ambos 
os testes revelaram elevada sensibilidade e especificidade no diagnóstico da LV e os 
níveis de anticorpos anti-rK39 diminuíram rapidamente após a cura (Qu et al., 1994; 
Houghton et al., 1998). Trabalhos posteriores revelaram que o “dipstick” carecia de 
sensibilidade (Jelinek et al., 1999; Zijlstra et al., 2001) e especificidade (Reithinger et 
al., 2002; Chappuis et al., 2003). Contudo, num estudo recente, foi comparada a 
validade de várias técnicas de diagnóstico, incluindo a IFI, DAT e “dipstick”, para o 
diagnóstico da LV em doentes do Nepal. Tendo como referência os exames 
parasitológicos, o teste do “rK39 dipstick” revelou uma sensibilidade de 87.4 %, 
bastante superior à da IFI (28.4 %) e próximo do valor obtido por DAT (95.1 %). Os 
autores concluíram que o DAT ou o “dipstick” podem substituir os testes 
parasitológicos no diagnóstico da LV no Nepal, possuindo o “ dipstick” a vantagem 
de ser de mais fácil utilização (Boelaert et al., 2004).  
Apesar destes testes imunocromatográficos (Figura 1.6) serem muito utilizados 
no diagnóstico da leishmaniose canina devido à sua fácil leitura e utilização, 
permitindo desta forma a rápida intervenção do clinico, é necessário determinar a sua 
eficácia (Gradoni, 2002). 
Um método de detecção de antigénio parasitário pode constituir uma alternativa 
promissora às técnicas de detecção de anticorpos circulantes, por ser mais específico 
(Vinayak et al., 1994; Colmenares et al., 1995b) e por permitir o diagnóstico da 
doença em casos de deficiente produção de anticorpos (como em indivíduos HIV+ e 
outros estádios de imunossupressão). A detecção de antigénios de Leishmania na 
urina de indivíduos com LV foi realizada pela primeira vez por Kohanteb et al. 
(1987). O teste revelou uma sensibilidade entre 69%, em crianças com menos de 2 
anos de idade e 96 %, em indivíduos imunocomprometidos, e especificidade de 100 
% com os antigénios a deixarem de ser detectados três semanas após tratamento, 
sugerindo que o teste possui um bom valor de prognóstico (Attar et al., 2001; Sarkari 
et al., 2002; Cruz et al., 2006).  
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Figura 1.6. Testes imunocromatográficos: teste protótipo “Lateral-flow test for the 
diagnosis of dog visceral leishmaniosis” (a.) e  teste rK39 (b.). 
 
C. Maia
   
C. Maia
 
 
 
Em conclusão, nenhum dos métodos seroimunológicos actuais é considerado 
altamente eficaz e são de reduzida sensibilidade e especificidade em doentes 
imunodeprimidos, como nos casos de co-infecção Leishmania/HIV, devido à baixa, 
ou mesmo ausente, produção de anticorpos por estes indivíduos (Mary et al., 1992; 
Campino, 1998). Testes com elevada sensibilidade e especificidade são necessarios 
para evitar os falsos negativos, os quais subestiman o verdadeiro número de 
indivíduos infectados assim como os falsos positivos, os quais levam ao tratamento 
desnecessário ou, no caso dos canídeos, à sua eutanásia. A utilização simultânea de 
duas técnicas seroimunológicas permite uma maior segurança do diagnóstico e a 
detecção precoce da infecção, reduzindo assim as desvantagens características do 
diagnóstico baseado na detecção de anticorpos (Kagan, 1979; Campino, 1998; Davies 
et al., 2003; Campino, 2002).  
 
6.2.2. Imunidade celular 
Segundo Fernández-Bellón et al. (2005), a determinação de uma resposta 
celular específica à infecção por Leishmania é um indicador de um fenótipo Th1 
associado ao control efectivo da infecção e à sobrevivência do hospedeiro canino. 
Contudo, as técnicas para determinação da imunidade celular não se encontram tão 
desenvolvidas e estandardizadas como as serológicas pelo que não são normalmente 
utilizadas no diagnóstico.  
a. b. 
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O teste cutâneo da leishmanina ou teste de Montenegro (1926) permite avaliar 
a existência de imunidade celular específica na leishmaniose humana, através de uma 
reacção dérmica de hipersensibilidade retardada. A sua aplicação constitui um 
importante meio de diagnóstico em estudos epidemiológicos de leishmaniose cutânea 
sendo utilizada em áreas endémicas (Rab & Evans, 1995; Brycesson, 1996; Satta et 
al., 1997).    
Nas LC o teste torna-se positivo um a três meses após o aparecimento da lesão 
e pode assim permanecer toda a vida. Na LMC o resultado é geralmente positivo e é 
considerado de grande importância para o diagnóstico, pois nesta forma de 
leishamniose os parasitas são usualmente escassos (Hassan et al., 1995). Na LV o 
teste é caracteristicamente negativo durante toda a doença activa, tornando-se 
positivo, em cerca de 80% dos casos, dois anos após cura (Manson-Bahr, 1961; 
Pearson & Sousa, 1996).  
O significado do teste positivo não é claro, reflecte que há uma resposta 
imunitária retardada tipo IV, mas desconhece-se se o hospedeiro está protegido da 
infecção (Zijlstra & El-Hassan, 1993).  
 
Nos últimos anos, foram feitas várias tentativas no sentido de aplicar este teste 
à infecção canina (Pinelli et al., 1994; Cardoso et al., 1998; Solano-Gallego et al., 
2001a; Fernández-Bellón et al., 2005; Cardoso et al., 2007; Rodríguez-Cortes et al., 
2007a; 2007b). Apesar da fácil execução e baixo preço, as duas principais 
desvantagens são a leitura 48 a 72 horas após inoculação da leishmanina e os falsos 
positivos por acção iatrogénica ou por aplicações repetidas no mesmo animal 
(Fernández-Bellón et al., 2005). 
O teste da prolifaração linfocitária permite a detecção da imunidade celular in 
vitro, através da estimulação dos linfócitos, com antigénios específicos. O teste tem 
sido utilizado para caracterizar o tipo de resposta imunocelular à infecção por 
Leishmania na população humana (Carvalho et al., 1992; Rohtagi et al., 1996; 
Medrano et al., 1997) e canina (Abranches et al., 1991; Pinelli et al., 1994; Cabral et 
al., 1992; 1998; Cardoso et al., 1998; Leandro et al., 2001; Quinnell et al., 2001; 
Solano-Gallego et al., 2001a; Santos-Gomes et al., 2003; Fernández-Bellón et al., 
2005; Cardoso et al., 2007; Rodríguez-Cortes et al., 2007a; 2007b). 
Apesar da resposta imunoproliferativa ter sido observada em cães natural e 
experimentalmente infectados, assintomáticos ou com sinais clínicos, com ou sem 
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tratamento (Bourdoiseau et al., 1997; Fernández-Pérez et al., 2003; Rhalem et al., 
1999; Moreno et al.,  1999), esta parece estar intimamente relacionada com o perfil 
imunitário e genético do hospedeiro e não depender apenas da gravidade da doença. 
 
6.3. Diagnóstico molecular 
Os métodos de diagnóstico das leishmanioses até aqui referidos estão sujeitos a 
variação fenotípica, podendo ser qualitativa e quantitativamente influenciados pela 
expressão génica ou por rearranjos moleculares. Pelo contrário, o DNA é a única 
estrutura que geralmente se mantém inalterada durante todo o ciclo de vida do 
parasita (Barker, 1989). 
6.3.1. Reacção em cadeia da polimerase (PCR) 
A partir da década de 80 começaram a ser desenvolvidas técnicas de detecção 
de ácidos nucleicos do parasita para o diagnóstico da leishmaniose (Meredith et al., 
1993). A técnica de PCR baseia-se na amplificação do DNA específico pelo uso de 
sequências iniciadoras a partir dos ácidos nucleicos de uma amostra biológica. A PCR 
tem vindo a demonstrar elevada sensibilidade na detecção do parasita (Smyth et al., 
1992; Van Eys et al., 1992; Ramos et al., 1996; Campino et al., 2000a; Cortes et al., 
2004), sendo um dos métodos mais utilizados, não só no diagnóstico, como também 
na identificação das espécies de Leishmania de uma forma rápida, sem recorrer à 
cultura do parasita (Smyth et al., 1992; Meredith et al., 1993; Schonian et al., 2003).  
A sensibilidade e especificidade da técnica depende das sequências 
iniciadoras, do número de cópias da sequência alvo, do método de extração de DNA, 
do produto biológico utilizado e do protocolo de PCR (Alvar et al., 2004; Cortes et 
al., 2004; Baneth & Aroch, 2008). A sua sensibilidade tem vindo a aumentar com o 
uso de sequências iniciadoras que amplificam sequências que possuem mais de uma 
cópia por célula. No caso da leishmaniose, essas sequências incluem os genes do 
mini-exão (Hassan et al., 1993; Ramos et al., 1996; Katakura et al., 1998), os genes 
que codificam para a pequena subunidade do RNA ribossómico (SSU rRNA) (Barker 
et al., 1987; Van Eys et al., 1992), sequências repetitivas do DNA nuclear (Piarroux 
et al., 1993) e os minicírculos do DNA cinetoplastideal kDNA (Smyth et al., 1992; 
Campino et al., 2000a; Cortes et al., 2004). 
No presente estudo, foram utilizadas as sequências iniciadoras desenhadas para 
amplificar uma sequência do kDNA de L. infantum (Cortes et al., 2004; Rolão et al., 
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2004a). O sucesso dos métodos que utilizam o kDNA como gene alvo deve-se às suas 
características únicas: as leishmanias possuem um número limitado de classes de 
minicírculos (geralmente menos de 12). Na maioria das espécies de Leishmania, 
cerca de 80 % dos minicírculos pertencem a quatro, ou menos, classes principais, o 
que significa que cada classe é representada por um número elevado de cópias (> 103) 
disponíveis para amplificação por PCR ou hibridação com sondas (Barker, 1989). 
Dos cerca de 800 pb que constituem o minicírculo, cerca de 120 pb correspondem a 
uma região conservada que contém a origem putativa de replicação (50 pb) e a 
sequência “universal” onde o RNA é clivado (13 pb). Assim, a região variável (cerca 
de 680 pb) pode ser utilizada para a discriminação das espécies de Leishmania 
(Barker, 1987; Smith et al., 1989; Bozza et al., 1995; Lambson et al., 2000). 
Apesar do seu valor como método de diagnóstico, tem algumas limitações 
como a possibilidade de detectar parasitas não viáveis e não necessariamente 
infecções activas (Delgado et al., 1996) assim como não ser uma técnica quantitativa. 
Entre os métodos desenvolvidos para quantificação dos produtos formados na reacção 
de PCR destaca-se a PCR em tempo real. 
 
6.3.2. Reacção em cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR) 
Na PCR em tempo real, a utilização de compostos fluorescentes permite a 
quantificação do produto de PCR durante a fase exponencial da reacção e, assim, a 
monitorização em tempo real da reacção de amplificação. Assim, a qRT-PCR é um 
método verdadeiramente quantitativo, permitindo quantificar as moléculas de DNA 
num intervalo de 6 ou 7 logarítmos. É uma técnica de rápida execução e que não 
requer manipulação pós-PCR, evitando potenciais contaminações com produtos 
amplificados, e que pode ser aplicada na quantificação de genomas ou em estudos de 
expressão génica (Bell & Ranford-Cartwright, 2002; Mortarino et al., 2004; Rolão et 
al., 2004a; Gomes et al., 2008). 
Os sistemas de detecção por qRT-PCR podem ser divididos em dois grupos 
principais: (1) compostos que se intercalam inespecificamente em cadeias duplas de 
DNA, como o SYBR®-Green I, e (2) metodologias de detecção de cadeia simples de 
DNA, sob a forma de sondas de hidrólise (como as sondas TaqMan®). 
O sistema de detecção com SYBR®-Green é menos dispendioso do que a 
utilização de sondas e possui uma maior flexibilidade de aplicação por permitir a 
aplicação de ensaios de PCR previamente optimizados. A maior limitação deste 
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sistema reside na possibilidade de o SYBR®-Green se intercalar, quer nas sequências-
alvo amplificadas, quer em produtos inespecíficos, ou dímeros de sequências 
inicidoras que eventualmente se formem durante a reacção de PCR, originando erros 
na quantificação.  
Os sistemas que empregam sondas TaqMan®, monitorizam indirectamente a 
quantidade de amplicão-alvo presente em cada amostra, em cada ciclo de PCR. Este 
sistema tira partido da actividade exonuclease 5’ da enzima DNA polimerase, a qual 
hidrolisa a sonda ligada ao amplicão-alvo, resultando na emissão de fluorescência. A 
sonda possui um fluorocromo em cada extremidade. No seu estado intacto, a 
fluorescência gerada pelo fluorocromo da extremidade 5’ (“Reporter”) é absorvida 
pelo fluorocromo da extremidade 3’ (“Quencher”). Durante a reacção de PCR, a 
DNA polimerase cliva a sonda hibridada, separando o “Reporter” do “Quencher” e a 
fluorescência emitida pelo “Reporter” em solução é então detectada e registada no 
aparelho. Uma vez que as sondas não clivadas (não hibridadas) em solução não 
emitem fluorescência, a quantidade de fluorescência registada é proporcional à 
quantidade de amplicão-alvo presente em cada ciclo da reacção de PCR.  
Vários ensaios de qRT-PCR têm sido desenvolvidos no âmbito da 
leishmaniose, quer para quantificação dos parasitas, quer para diferenciação das 
várias espécies. 
Nicolas et al. (2002a) desenvolveram um sistema de qRT-PCR com SYBR®-
Green para identificação das principais espécies de Leishmania do Velho Mundo: L. 
major, L. donovani, L. tropica e L. infantum. As sequências iniciadoras utilizadas 
amplificam uma região do kDNA cuja sequência varia de acordo com as espécies 
analisadas. Da amplificação do DNA das diferentes espécies resultaram produtos de 
PCR de diferentes tamanhos e, portanto, com diferentes temperaturas de dissociação. 
Assim, a diferenciação das espécies foi realizada pela análise das curvas de 
dissociação. 
Nos últimos anos tem-se verificado um crescente aumento do número de 
protocolos de quantificação de leishmanias por qRT-PCR (Nicolas et al., 2002b; 
Svobodová et al., 2003; Bretagne et al., 2001; Bossolasco et al., 2003; Pennisi et al., 
2005; Francino et al., 2006; Manna et al., 2007; Solano-Gallego et al., 2007b). Todos 
os métodos permitem a quantificação num intervalo alargado do número de parasitas. 
Contudo, a comparação dos resultados obtidos nos diferentes estudos é difícil, uma 
vez que as unidades de quantificação do parasitismo não se encontram padronizadas, 
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sendo adoptados diferentes métodos e diferentes unidades (parasitas/g tecido, 
parasitas/órgão, parasitas/ml), o que dificulta a comparação de resultados entre 
diferentes estudos. Em 2004, Rolão, para obviar as variações na pesagem ou no 
processo de extracção de DNA das amostras, como para possibilitar a comparação de 
resultados de carga parasitária entre amostras de tecidos de estrutura sólida (como o 
baço e o fígado) e de tecidos no estado líquido (como a medula óssea e o sangue 
periférico), os valores obtidos para cada amostra por “Real-time” TaqMan® PCR, 
foram normalizados de acordo com a respectiva concentração de DNA,  permitindo 
pela primeira vez a quantificação absoluta de parasitas em biópsias de tecidos.  
O qRT-PCR apesar de ser uma técnica com grande potencial, a sua aplicação 
como método de diagnóstico de rotina é ainda relativamente dispendiosa.  
 
Até ao momento, não foi desenvolvido nenhum método de diagnóstico de 
elevada sensibilidade e especificidade de execução suficientemente simples e de 
baixo custo, para utilizar nos centros de diagnóstico nos países em vias de 
desenvolvimento, onde a leishmaniose é endémica. No entanto, estão já a ser testados 
novos genes e proteínas, cuja utilização poderá contribuir para o desenvolvimento de 
métodos de diagnóstico mais sensíveis e específicos e de novos fármacos e vacinas. É 
o caso dos “microarrays” de DNA, cuja utilização permite a análise simultânea da 
expressão de milhares de genes de Leishmania e da proteómica que permite o estudo 
dos alvos terapêuticos e dos mecanismos de resistência (Drummelsmith et al., 2003). 
No futuro, esta tecnologia poderá identificar genes que codifiquem antigénios 
possíveis de ser utilizados em testes de diagnóstico.  
 
7. Modelo Animal 
As principais funções das infecções experimentais da leishmaniose são: a 
manutenção in vivo de estirpes do parasita; possibilitar o estudo da patogénese e a 
resposta imunológica; avaliar a eficácia de novos fármacos e produtos vacinais anti-
Leishmania.  
A evolução da infecção experimental em diferentes animais de laboratório está 
dependente de uma série de factores do próprio animal, do parasita, tais como a 
virulência, o inóculo (número e forma do parasita), a via de inoculação e de outros 
factores desconhecidos. A condição de susceptibilidade ou de resistência em cada 
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animal é controlada por factores genéticos do próprio (Hommel et al., 1995; 
Gangneux et al., 2000). As infecções mais graves parecem ser obtidas quando se 
inoculam amastigotas por via endovenosa (Abranches et al., 1991; Campino et al., 
2000b). A maior diferença entre as infecções naturais e experimentais está 
relacionada com o inóculo do parasita. Em condições naturais, o flebótomo introduz 
dez a 100 promastigotas metacíclicos na derme do hospedeiro, enquanto nas 
infecções experimentais são geralmente inoculados milhões de promastigotas de 
cultura ou amastigotas recuperados de animais infectados. Também a via de 
inoculação utilizada tem influência na evolução da infecção, sendo frequentemente 
utilizadas em infecções experimentais as vias intradérmica, subcutânea, intracardíaca, 
intraperitoneal e endovenosa (Kirkpatrick et al., 1987; Nabors et al., 1995; Leclercq 
et al., 1996; Wilson & Weinstock, 1996; Bories et al., 1998; Melby et al., 1998; 
Ahmed et al., 2003; Rolão et al., 2004b; Rolão et al., 2007). Alguns dos estudos 
realizados procuraram uma aproximação à infecção natural, procedendo à inoculação 
de um menor número de promastigotas, após selecção das formas metacíclicas 
(Belkaid et al., 1998; Compton & Farrell, 2002), inoculados por via intradérmica 
(Killick-Kendrick et al., 1994; Santos-Gomes et al., 2000a) ou mesmo a co-
inoculação de parasitas com extractos salivares do vector (Titus & Ribeiro, 1988; 
Samuelson et al., 1991; Theodos et al., 1991; Warburg et al., 1994; Lima & Titus, 
1996; Ahmed et al., 2003). 
 
7.1. O Murganho 
O murganho (Mus musculus) é o modelo mais utilizado no estudo da 
leishmaniose. As principais vantagens deste modelo são: (1) permitir uma fácil 
manipulação e acomodação dos animais; (2) permitir trabalhar com estirpes “inbred”, 
reduzindo as variações genéticas entre animais do mesmo grupo experimental; (3) 
possibilitar a manipulação genética, criando estirpes resistentes ou susceptíveis à 
infecção, ou mesmo estirpes “knock-out” para determinados genes; (4) 
disponibilidade de um elevado número de reagentes imunológicos comercializados. 
As várias estirpes de murganhos representam em excelente modelo para o 
estudo das leishmanias dermotrópicas dos complexos L. mexicana e L. braziliensis. 
No caso das estirpes viscerais, este modelo já não é tão eficaz devido à necessidade 
de inocular grandes quantidades de parasitas, o oposto ao que ocorre nas infecções 
naturais (Requena et al., 2000). 
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A maioria dos estudos efectuados neste modelo representam infecções 
experimentais com L. major, por este modelo apresentar fenótipos de susceptibilidade 
e resistência à infecção reprodutíveis. A infecção por L. major tem sido estudada por 
muitos autores e tem contribuído fortemente para o conhecimento mais aprofundado 
das leishmanioses, nomeadamente dos mecanismos adoptados pelo parasita para a 
invasão do hospedeiro e o tipo de resposta imunitária desenvolvida por hospedeiros 
susceptíveis e resistentes (Liew & O’Donnell, 1993; Reiner & Locksley, 1995; 
Launois et al., 1998). A inoculação intradérmica com L. major resulta no 
desenvolvimento de uma lesão cutânea, cuja evolução parece depender da 
predisposição genética da estirpe de murganho utilizada. Estirpes de murganhos 
resistentes, como os C57BL/6, desenvolvem uma resposta imune celular do tipo Th1, 
com produção de IL-12 e IFN-γ, enquanto estirpes susceptíveis, como os murganhos 
BALB/c, desenvolvem uma resposta Th2, com produção de IL-4, IL-5 e IL-10 
(Locksley et al., 1987; Heinzel et al., 1989; Mosmann & Coffman, 1989; Locksley & 
Scott, 1991). A associação entre a resistência à infecção e a resposta Th1 é devida à 
produção de IFN-γ pelas células desta sub-população linfocitária, citocina que activa 
os macrófagos para a destruição intracelular dos parasitas.  
Nas infecções experimentais em murganhos por espécies viscerotrópicas de 
Leishmania, a susceptibilidade à infecção parece estar mais relacionada com uma 
resposta Th1 insuficiente, do que com uma progressão da resposta Th2 (Kaye et al., 
1991). A dicotomia da resposta imunitária Th1 ou Th2, amplamente descrita nas 
infecções experimentais por L. major no modelo murino, também não foi observada 
observada na infecção por L. infantum (Rolão et al., 2007). Os murganhos 
desenvolveram uma resposta mista do tipo Th1/Th2, com produção simultânea de 
citocinas associadas a ambos os tipos de resposta imune, no baço e no fígado. Neste 
modelo experimental, foi verificado que o desenvolvimento do parasitismo e da 
resposta imune é fortemente influenciado pela via de inoculação utilizada e que o 
controlo regional nos gânglios linfáticos reflecte-se na ausência de invasão dos órgãos 
viscerais. Em estudos realizados com L. donovani, verificou-se que murganhos 
infectados com amastigotas, por via subcutânea, não desenvolveram infecção 
visceral, enquanto a inoculação por via intravenosa resultou no desenvolvimento de 
hepatoesplenomegalia e aumento da carga parasitária no baço e nos gânglios 
linfáticos. A inoculação cutânea induziu uma infecção local controlada, associada a 
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uma resposta específica, in vitro, ao antigénio do parasita e aumento de IFN-γ e IL-12 
nos gânglios linfáticos. Por outro lado, a infecção visceral resultante da inoculação 
intravenosa levou a uma inibição, in vitro, da resposta celular específica ao antigénio 
e produção inicial de IL-4, aumento de IL-10 e diminuição da expressão de IL-12, ao 
nível do baço (Melby et al., 1998). 
Considera-se hoje que, em humanos e murganhos, o controlo da infecção requer 
o desenvolvimento de uma resposta celular do tipo Th1 e que citocinas como a IL-10 
e o TGF-β, que influenciam negativamente a resistência à infecção em murganhos, 
poderão também desempenhar um papel relevante no desenvolvimento de infecções 
persistentes em humanos. O que se mantém por explicar são as causas da elevada 
variação individual de respostas à infecção observadas na doença (Farrell, 2002). 
 
7.2. O Hamster 
Apesar de nunca terem sido encontrados naturalmente infectados, os hamsters 
dourados (Mesocricetus auratus) constituem um modelo laboratorial muito utilizado 
no estudo das leishmanioses dermotrópicas e viscerotrópicas (Ott et al., 1967; Rey et 
al., 1990; Martinez et al., 1991 Duarte et al., 1988; Gifawesen & Farrell, 1989; 
Santos-Gomes, 1995; Bories et al., 1998; Ghose et al., 1999; Requena et al., 2000; 
Riça-Capela et al., 2003). Os hamsters são, ainda, muito utilizados para a manutenção 
in vivo de estirpes virulentas de Leishmania (Hommel et al., 1995; Oliveira et al., 
2004) 
A utilização de hamsters no estudo da leishmaniose é vantajosa por os animais 
serem de fácil criação e manutenção num biotério, constituindo, segundo alguns 
autores, o único modelo animal de pequeno porte que desenvolve a doença de um 
modo semelhante à observada em humanos (Kaye, 2002; Requena et al., 2000) sendo 
muito útil na primeira fase dos ensaios vacinais (Garg & Dube, 2006). A sua 
utilização como modelo experimental na infecção por estirpes viscerotrópicas é 
reforçado por várias constatações:  
(1) a infecção e progressão da doença são conseguidas com uma pequena 
quantidade de inóculo aproximando-se dos valores que se estima ocorrerem na 
infecção natural;  
(2) os parâmetros imunológicos e clínicos observados no hamster são 
semelhantes aos do ser humano e do cão infectados naturalmente. Nas infecções 
experimentais com L. donovani e L. infantum, observou-se uma associação entre 
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parasitismo elevado, títulos elevados de anticorpos e ausência de respostas 
linfoproliferativas (Evans et al., 1990; Requena et al., 2000; Melby et al., 2001; Riça-
Capela et al., 2003). Os animais infectados apresentaram hepatoesplenomegalia, 
pancitopenia, hipergamaglobulinemia e caquexia progressiva. Apesar de uma forte 
resposta Th1 com produção de IL-2, IFN-γ e TNF no fígado, baço e medula óssea, 
houve replicação parasitária com progressão da doença. Pensa-se que a 
susceptibilidade à infecção nestes animais é devida a uma deficiência na fase efectora 
da resposta imune, nomeadamente uma deficiente indução da iNOS. É possível que o 
promotor do gene do hamster que codifica para a iNOS tenha características 
estruturais similares ao da iNOS humana, tornando-a menos susceptível à activação 
pelo IFN-γ (Melby et al., 2001). Nas infecções experimentais por estirpes 
dermotrópicas os animais desenvolvem lesões nodulares ou ulcerativas, com 
disseminação e metastização cutânea (Oliveira et al., 2004) 
(3) alguns dos animais infectados desenvolvem uma resposta imunitária 
protectora. Em estudos com hamsters infectados com número variável de 
promastigotas de L. infantum, Requena et al. (2000) verificaram a existência de uma 
correlação entre a quantidade de parasitas inoculados e a sintomatologia clínica e os 
parâmetros imunológicos. Contudo, alguns animais desenvolveram uma infecção 
autolimitante independentemente do tamanho do inóculo, fazendo do hamster um 
modelo promissor para o desenvolvimento de novos compostos terapêuticos e 
imunoprofilácticos. 
Contudo, o estabelecimento de um modelo experimental com hamsters é 
dificultado pelo baixo número de imunorreagentes disponíveis no mercado.  
 
7.3. O Cão 
O cão (Canis familiaris) tem sido usado como modelo experimental para as 
infecções por Leishmania desde o início do século passado (Hommel et al., 1995). A 
progressão da infecção está associada a uma depressão da imunidade celular e a uma 
marcada resposta humoral, com elevada produção de imunoglobulinas específicas e 
inespecíficas. Os anticorpos circulantes anti-Leishmania são produzidos 
precocemente, aumentam com a progressão da infecção e atingem, em geral, valores 
elevados (Abranches et al., 1991).  
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A variabilidade da evolução da infecção em cada animal é imprevisível 
constituindo um dos principais problemas no estabelecimento de modelos 
experimentais para a leishmaniose canina (Moreno & Alvar, 2002). Cães 
experimentalmente infectados com o mesmo número de parasitas podem desenvolver 
infecções sintomáticas, oligossintomáticas ou assintomáticas, variando no teor de 
anticorpos produzidos, na resposta linfoproliferativa ao antigénio específico ou na 
produção de citocinas (Pinelli et al., 1994; Leandro et al., 2001). No entanto, este 
modelo experimental tem a vantagem de reflectir o espectro das respostas clínicas 
observadas nas infecções naturais destes animais e na leishmaniose visceral humana 
(Abranches et al., 1991; Pinelli et al., 1994; Martínez-Moreno et al., 1995; Carrera et 
al., 1996; Nieto et al., 1999; Rhalem et al., 1999; Campino et al., 2000b; Leandro et 
al., 2001).  
As vias de inoculação mais utilizadas na infecção experimental canina são a 
intradérmica (ID) e a endovenosa (EV) (Quadro 1.2). Apesar da via EV reduzir o 
período pré-patente (Nieto et al.,1999; Rhalem et al., 1999; Campino et al., 2000b; 
Moreno & Alvar, 2002), a via ID permite o desenvolvimento de uma resposta 
imunocelular por alguns dos animais (Moreno & Alvar, 2002; Moreno et al., 2003).  
Nos estudos em que se utilizaram amastigotas como inóculo, os sinais clínicos 
apareceram 2 a 6 meses após infecção (Abranches et al., 1991; Campino et al., 
2000b), enquanto que alguns dos animais inoculados com promastigotas 
permaneceram assintomáticos durante todo o período experimental que variou entre 
25 e 50 meses (Oliveira et al., 1993; Campino et al., 2000b; Santos-Gomes et al., 
2003). Contudo, a via ID é a que apresenta um menor número de infecções 
sintomáticas (Abranches et al., 1991; Genaro et al., 1992; Killick-Kendrick et al., 
1994; Pinelli et al., 1994). Apesar de se tentar aproximar o número de parasitas 
inoculados ao que ocorre na natureza, a reprodutibilidade dos resultados entre os 
animais do mesmo grupo só é conseguido quando a concentração de parasitas se situa 
entre 10
8
-10
9 
promastigotas (Moreno & Alvar, 2002; Ramiro et al., 2003; Lemesre et 
al., 2005; Poot et al., 2005). 
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Quadro 1.2. Infecções experimentais  por Leishmania infantum no modelo canino.  
 
1010-11/Kg Seroconversão N Abranches et al ., 1991
Seroconversão
Isolamento de parasita em cultura
108/animal Seroconversão N Binhazim et al ., 1993
105/Kg Seroconversão S Rhalem et al ., 1999
5.8 x108/animal Seroconversão N Carrera et al. , 1996
Seroconversão 
Isolamento de parasita em cultura
PCR
106/Kg Isolamento de parasita em cultura N Leandro et al. , 2001
Seroconversão 
Isolamento de parasita em cultura
PCR
Seroconversão 
Isolamento de parasita em cultura
PCR
ID 1011/Kg Seroconversão N Abranches et al ., 1991
Seroconversão
Isolamento de parasita em cultura
107-8/Kg Seroconversão N Abranches et al ., 1991
5 x 107/animal Seroconversão S Martínez-Moreno et al ., 1995
Seroconversão
Isolamento de parasita em cultura
Seroconversão 
Isolamento de parasita em cultura
PCR
Seroconversão 
Isolamento de parasita em cultura
108/animal Seroconversão S Moreno et al ., 2003
Seroconversão 
Isolamento de parasita em cultura
PCR
Seroconversão
Isolamento de parasita em cultura
Seroconversão 
Isolamento de parasita em cultura
PCR
Seroconversão
qRT-PCR
Seroconversão
Isolamento de parasita em cultura
Seroconversão
Isolamento de parasita em cultura
Seroconversão 
Isolamento de parasita em cultura
107/Kg ND N Leandro et al. , 2001
5 x 108/animal Seroconversão N Moreno et al ., 2003
Isolamento de parasita em cultura
PCR
Seroconversão
Isolamento de parasita em cultura
Seroconversão
Isolamento de parasita em culturaIP
ID
Promastigotas
Strauss-Ayali et al ., 2004; 2005; 2007S8.6-8.7 x 108/animal
EV
5 x 107/animal S Rodríguez-Cortés et al ., 2007b
EV
109/Kg S Campino et al ., 2000b
109/Kg N Campino et al ., 2000b
1 x 107 - 2 x 108/animal S Rosypal et al ., 2005a
5x 107 -1.8 x 105/animal N Killick-Kendrick et al ., 1994
5 x 107/animal Poot et al ., 2005S
1.6 x 105/animal S Pinelli et al. , 1994
108/Kg S Santos-Gomes et al ., 2000a
4 x 104/animal N Paranhos-Silva et al ., 2003
5x 107-9/animal N Oliveira et al ., 1993
108/animal Paranhos-Silva et al ., 2003N
5 x 107/animal S Poot et al ., 2005
Forma parasitária Vía de inoculação Inóculo Diagnóstico da infecção Sinais clínicos Referência
S
S Nieto et al ., 19992-5 x 105/animal
108/Kg N Santos-Gomes et al ., 2003
Santos-Gomes et al ., 2003
N - Sem sintomatologia; S - Com sintomatologia; EV - Endovenosa; ID - Intradérmica; IP - Intraperitoneal; ND - Não determinado; PCR - Reacção em cadeia da polimerase
Amastigotas
N Oliveira et al ., 1993106-10/animal
IP
5x 107-9/animal N Oliveira et al ., 1993
2 x 109/Kg (re-inoculação)
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7.4. Os Primatas 
Os macacos “vervet” (Cercopithecus pygerythrus) são considerados por 
alguns autores um bom modelo experimental visto serem filogeneticamente próximos 
do homem, e apresentarem, tal como o ser humano, cura espontânea após infecção 
natural e experimental por L. major ou poderem não apresentar sintomas após 
infecção por L. donovani, tal como acontece com o homem nas zonas endémicas. 
Considera-se que a resistência à infecção, nestes animais, se encontra associada com 
o aumento da produção de IFN-γ e a uma resposta de hipersensibilidade retardada. 
Esta espécie tem sido utilizada como modelo para o estudo de candidatos vacinais 
anti-L. major e anti-L. donovani (Gicheru et al., 1997, 2001; Masina et al., 2003). 
A espécie “langur” (Presbytis entellus) foi utilizada para o estudo de vacinas 
anti-L. donovani utilizando uma associação de L. major com BCG demonstrando 
haver protecção heteróloga entre algumas estirpes de Leishmania (Dube et al., 1998). 
A dificuldade de obter animais, o elevado custo de manutenção, o facto de 
serem “immunological black boxes” (inexistência de marcadores das células T e 
elevada variabilidade individual) e problemas éticos, faz com que a sua utilização 
para testar vacinas seja controversa (Hommel et al., 1995; Garg & Dube, 2006). O 
facto da infecção por Leishmania sp. ser exclusivamente experimental também 
diminui o seu potencial como modelo (Requena et al., 2000). 
 
7.5. O Gato 
Kirkpatrick et al. (1984) utilizaram o gato como modelo experimental de L. 
infantum e L. donovani. Apesar dos animais terem apresentado títulos elevados de 
anticorpos, permaneceram assintomáticos durante todo os seis meses de observação. 
Nos animais inoculados com amastigotas de L. donovani por via endovenosa 
detectaram-se leishmanias no sangue, fígado e baço uma semana após infecção, 
enquanto que nos animais inoculados com L. infantum/L. chagasi o parasita só foi 
detectado um mês após infecção. No grupo de animais inoculados com aquelas 
espécies, por via intradérmica, não se observaram leishmanias durante todo o período 
de observação. No entanto, posteriormente o gato doméstico foi considerado 
refratário à infecção experimental por L. donovani. Anjili & Githure, (1993) não 
detectaram parasitas através do exame directo e cultural nos 180 dias após infecção 
experimental por via endovenosa. 
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Simões-Mattos et al. (2005) também utilizaram o modelo felino para testar a 
sua susceptibilidade à infecção por L. braziliensis. Duas e quatro semanas após 
inoculação intradérmica de promastigotas no nariz e na orelha, as principais lesões 
cutâneas observadas  foram pâpulas e nódulos cutâneos na orelha inoculada. A 
disseminação para a outra orelha e linfoadenomegalia regional ocorreram às 10 e 11 
semanas, respectivamente. Os autores não observaram correlação entre a presença de 
lesões activas e os títulos de anticorpos. As lesões óticas e nasais acabaram por 
cicatrizar 32 e 40 semanas após o início do período experimental.  
 
8. Leishmaniose Canina 
A leishmaniose canina foi descoberta por Nicolle e Comte, na Argélia em 
1908 e desde então têm sido encontrados cães infectados na maior parte das áreas 
onde a leishmaniose humana visceral, particularmente o kala-azar infantil, é 
endémico (Rab & Evans, 1995). Em quase todo o mundo, o cão é considerado, o 
reservatório mais importante da espécie de Leishmania causadora da forma visceral 
da doença.  
Apesar de alguns estudos mostrarem uma relação directa entre a prevalência 
da leishmaniose canina e a leishmaniose visceral humana (Marty et al., 1992), a 
infecção no cão apresenta valores muito superiores e estende-se por uma área mais 
vasta quando comparada com a infecção humana (Houin et al., 1977). Embora nem 
sempre exista uma correlação entre as incidências da infecção canina e da infecção 
humana, a presença de cães infectados, desempenha um papel importante na 
manutenção da endemia da leishmaniose visceral humana (Mansueto et al., 1982; 
Abranches et al., 1986; 1987; Bettini & Gradoni, 1986; Semião-Santos et al., 1995). 
Existem 3 diferenças fundamentais entre a leishmaniose visceral humana e canina: a 
cronicidade, que inclui um periodo pré-patente prolongado; o parasitismo 
viscerocutâneo e o seu pior prognóstico devido ao tratamento não ser eficaz. 
Na natureza nem todos os animais inoculados com promastigotas 
desenvolvem o quadro clínico. O número de infecções assintomáticas é muito maior 
que o número de infecções sintomáticas (Campino, 2002). Estudos epidemiológicos 
efectuados em focos de leishmaniose canina na Europa, revelaram que cerca de 
metade dos cães parasitados não exibiam sintomatologia, mas apresentavam 
anticorpos anti-Leishmania (Gradoni et al., 1980; Abranches et al., 1991; Solano-
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Galego et al., 2001b) indicando a existência de animais assintomáticos, 
potencialmente infectantes para o vector (Lanotte et al., 1979; Molina et al., 1994). 
Por outro lado, infecções caninas experimentais evidenciaram a ausência de 
anticorpos em animais parasitados (Campino et al., 2000b) o que alerta para os 
estudos epidemiológicos, que se baseiam apenas na detecção de anticorpos 
circulantes, podendo subestimar o número de cães infectados (Cabral et al., 1998; 
Campino, 1998; Alvar et al., 2004; Baneth et al., 2008; Miró et al., 2008). 
 
8.1. Epidemiologia 
Apesar da prevalência da leishmaniose não se encontrar relacionada com o 
sexo (Ferrer, 1999; Campino, 2002), num estudo efectuado no Sul da Itália 
(Ciaramella et al., 1997) com 150 cães naturalmente infectados verificaram que a 
maioria dos animais eram do sexo masculino. De igual modo, apesar de em alguns 
estudos epidemiológicos (Abranches & Pires, 1980; Campino et al., 1995), as raças 
mais afectadas terem sido o Pastor Alemão, Boxer e Doberman, não existe 
predisposição racial embora os animais de caça e de guarda, ao permanecerem no 
exterior das casas, estejam mais expostos aos flebótomos (Ciaramella et al., 1997; 
Koutinas et al., 1999; Blavier et al., 2001). A doença atinge animais de todas idades 
mas, devido ao seu longo período pré-patente, não é frequente em animais com 
menos de seis meses (Ferrer, 1999; Koutinas et al., 1999). O periodo de incubação 
após infecção experimental varia entre um e doze meses, na infecção natural não se 
sabe qual é a sua duração visto não se saber quando ocorreu a inoculação (Campino, 
2002). 
 
8.2. Patogenia e sinais clínicos  
A diversidade dos sintomas está relacionada com os vários mecanismos 
patogénicos desencadeados pelo parasita e pela variação individual das respostas 
imunitárias. Existem desde formas anérgicas com disseminação generalizada dos 
parasitas oligossintomática ou mesmo sem manifestações clínicas, até formas hiper-
reactivas nas quais as leishmanias não são detectadas mas os animais apresentam 
lesões orgânicas significativas e uma sintomatologia grave (Alvar et al., 2004). Os 
mecanismos patogénicos pelos quais os parasitas de Leishmania provoca lesões nos 
diferentes órgãos incluem infiltrados inflamatórios não supurativos, uma resposta 
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humoral exagerada e não protectora, e a produção de complexos imunes circulantes 
(Alvar et al., 2004; Naranjo et al., 2005). 
No período pré-patente, as primeiras alterações inespecíficas observadas são: 
febre, apatia, astenia, alterações no apetite, perda ligeira e constante de peso, 
conjuntivite, depilações periorbitárias e auriculares e adenomegalia passageira 
(Cardoso & Cabral, 1998; Alvar et al., 2004). Num quadro clínico típico de 
leishmaniose canina, o animal apresenta-se abatido, muitas das vezes caquético, 
anémico, com atrofia dos crotáfitas, hipertrofia ungueal, adenomegalia e frequentes 
alterações cutâneas. Os sintomas apresentam uma evolução lenta e progressiva com 
pouca ou nenhuma resposta aos antibióticos e glucocorticóides. A imunosupressão 
provocada pela infecção permite o aparecimento de doenças concomitantes tais como 
Ehrlichia canis, Demodex canis, Sarcoptes scabiei e Hepatozoon canis (Ciaramella et 
al., 1997). 
A inoculação dos parasitas na pele, desencadeia uma resposta inflamatória 
local caracterizada por uma infiltrado de células mononucleadas (predominantemente 
macrófagos e em menor grau linfócitos e plasmócitos), neutrófilos e eosinófilos 
(Ferrer, 1999; dos-Santos et al., 2004; Saridomichelakis et al., 2007). Nos animais 
resistentes, a resposta traduz-se na expressão de moléculas MHC-II pelas células de 
Langerhans e queratinócitos, pela presença de células T, de macrófagos e de parasitas 
na derme (Fondevila et al., 1997; Tafuri et al., 2004). Alguns cães desenvolvem uma 
resposta imunitária eficaz com produção de IFN-γ, TNF-α e IL-2 (Ferrer, 1999) e 
apesar de estarem infectados permanecem assintomáticos podendo apresentar contudo 
uns pequenos nódulos cutâneos no local de inoculação (Figura 1.7a); estes “cancros 
de inoculação” localizam-se normalmente no nariz ou nas orelhas desaparecendo 
entre 1 a 6 meses de forma espontânea (Ferrer, 1999; Blavier et al., 2001).  
Mais recentemente, Ordeix et al. (2005) observaram em cinco cães múltiplas 
lesões papulares eritematosas e firmes dispersas pela cabeça e abdómen. A análise 
citológica das pápulas mostrou que o número de parasitas era reduzido, 
provavelmente devido ao desenvolvimento de uma imunidade celular eficiente capaz 
de controlar a multiplicação parasitária. Como estas lesões cutâneas eram as únicas 
alterações manifestadas pelos animais, os autores sugeriram que esta era uma forma 
benigna da doença, teoria suportada pelo facto de que os animais não apresentarem 
sinais sistémicos nem recrudescências após tratamento.  
Introdução 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
56 
 
Nos animais susceptíveis, as lesões caracterizam-se pela ausência de células 
apresentadoras de antigénio na derme e por um elevado número de leishmanias no 
interior dos macrófagos (Fondevila et al., 1997; Tafuri et al., 2004). A proliferação 
exagerada de células inflamatótrias intensamente parasitadas também foi observada 
por Font et al. (1996) em nódulos nas mucosas oral e genital. Os animais com sinais 
cutâneos severos e com uma carga parasitária elevada na pele, apresentam uma 
resposta local do tipo Th2 (Brachelente et al., 2005). As alterações da pele são as 
manifestações mais frequentes na leishmaniose canina. As lesões são simétricas, 
crónicas, não pruriginosas (Slappendel, 1988; Ferrer, 1999). A alopécia localiza-se 
inicialmente na cabeça, principalmente na região periorbital, focinho e pavilhões 
auriculares e posteriormente no pescoço, tórax, tuberosidades ósseas e cauda. Esta 
alopécia é acompanhada de dermatite furfurácea com distribuição localizada no bordo 
do pavilhão auricular, região periorbital e focinho e de seborreia seca, com início na 
cabeça estendendo-se para o resto do corpo (Figura 1.7b). O aumento da espessura da 
pele que se torna seca, dura, rugosa, com perda de elasticidade adquire o aspecto de 
“paquiderme”. Ulcerações que facilmente sangram, com localização na cabeça, no 
bordo do pavilhão auricular, região periorbital, focinho e nos membros 
(particularmente nas articulações) são outras das alterações cutâneas observadas 
(Figura 1.7c). 
 Embora menos frequentes, têm sido descritos casos de dermatite pustular 
estéril, de dermatite nodular, a qual se caracteriza pela presença de múltiplos nódulos 
cutâneos (com menos de 2cm de diâmetro), dolorosos, não ulcerados e não 
pruriginosos distribuidos por todo o corpo (Ciaramella et al., 1997; Ferrer, 1999; 
Koutinas et al., 1999; Blavier et al., 2001) e de dermatite papular (Ordeix et al., 
2005). As membranas mucosas (oral, nasal e genital) são ocasionalmente afectadas 
(Font et al., 1996; Ciaramella et al., 1997).  
Nos animais infectados que evoluem para a doença, a disseminação do 
parasita pelos órgão parece ser sequencial, iniciando-se no gânglio linfático, 
seguindo-se o fígado e  atingindo posteriormente o baço. A pele dos cães, tal como no 
caso dos humanos, é afectada numa fase mais avançada (Travi et al., 2001; Tafuri et 
al., 2004). Esta disseminação pelos órgãos desencadeia uma resposta inflamatória 
granulomatosa, acompanhada normalmente por um número reduzido de amastigotas 
(Bourdoiseau et al., 1997).  
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A esplenomegalia assim como as adenopatias dos gânglios cervicais, 
submaxilares, pré-escapulares, axilares e poplíteos são dos sinais mais frequentes e 
constantes (Slappendel, 1988; Abranches et al., 1991; Ciaramella et al., 1997). Os 
gânglios, à palpação, apresentam um aumento considerável de tamanho e consistência 
dura. São indolores, não aderentes, lisos e não apresentam sinais inflamatórios. Os 
seus centros germinativos corticais e medulares, produtores de linfócitos B, 
encontram-se hiperplásicos e com um elevado número de macrófagos enquanto que a 
zona paracortical, produtora de linfócitos T, apresenta-se depauperada. Alterações 
semelhantes são observadas no baço. A leishmaniose canina provoca a 
desorganização da polpa branca, com poucos linfócitos ao redor da arteríola central e 
a polpa vermelha apresenta-se hipercelular, com plasmócitos e macrófagos 
parasitados na zona marginal, e com proliferação das células endoteliais (Tafuri et al., 
2001). No estudo realizado por Alexandre-Pires et al. (2006), os autores verificaram 
que as alterações histológicas esplénicas eram responsáveis pela redução da 
velocidade do fluxo sanguíneo através do baço, permitindo que as células envolvidas 
nos processos imunológicos tivessem tempo de proliferar e de se diferenciar,  
facilitando também a captação de linfócitos. 
Relativamente à morfologia hepática esta apresenta-se modificada pela 
formação de granulomas e pela hiperplasia e hipertrofia das células de Kupfer; numa 
fase mais avançada de infecção, o padrão observado é de uma inflamação portal 
linfoplasmocítica, acompanhada de áreas de necrose e fibrose compatíveis com uma 
hepatite crónica granulomatosa (Ferrer, 2002; Rallis et al., 2005). Estas alterações 
traduzem-se no incremento dos valores séricos da fosfatase alcalina e da alanina 
aminotransferase (Slappendel, 1988). 
Outro sinal frequente é crescimento contínuo das unhas (onicogrifose) 
acompanhado de hipersensibilidade das almofadas plantares e, por vezes, ocorrência 
de hiperqueratose. 
A perda de peso e do apetite estão presentes em maior ou menos grau assim 
como a atrofia dos músculos, principalmente dos craneanos, que se traduz num 
envelhecimento precoce denominado “Cabeça de Velha”. Mais tarde ocorre 
emaciação da região dorsolombar que evolui para um estado final de caquexia. A 
atrofia e necrose muscular está associada à presença de formas amastigotas nas fibras 
musculares e à deposição de IgG (Paciello et al., 2006). 
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O desenvolvimento de uma resposta  humoral não protectora caracterizada 
pelo  aparecimento de elevados valores de anticorpos no sangue circulante provoca 
uma disproteinemia, com aumento das proteinas totais séricas, hiperglobulinémia e 
hipoalbuminemia (Slappendel, 1988). A diminuição sérica da albumina também pode 
estar relacionada com a nefropatia e consequente perda de proteinas ou por má 
nutrição (Ikeda-García et al., 2007). As IgG juntamente com as fracções C1, C2 e C4 
do complemento formam imunocomplexos circulantes que se depositam nos 
diferentes órgãos e tecidos (Alvar et al., 2004; Naranjo et al., 2005).  
A deposição de imunocomplexos no rim leva ao aparecimento de lesões a 
nível tubular e glomerular (Benderitter et al., 1988). No estudo realizado por Costa et 
al. (2003) os 55 cães naturalmente infectados apresentavam nefrite intersticial, 
glomerulonefrite (membranoproliferativa, mesângioproliferativa e 
glomeruloesclerótica), degeneração vacuolar, atrofia tubular e fibrose. Estas lesões 
alteram a função renal, afectando a evolução da doença. Os animais com nefropatia 
apresentam níveis séricos elevados de ureia, creatinina e colesterol e proteinuria 
associada à presença de eritrócitos, leucócitos e células epiteliais no sedimento 
urinário (Koutinas et al., 1999; Costa et al., 2003). A insuficiência renal é uma das 
principais causas de morte dos cães com leishmaniose (Ferrer, 1999; Alvar et al., 
2004; Roze, 2005). 
Os imunocomplexos activam localmente o complemento e factores 
quimiotáticos, atraindo neutrófilos, os quais produzem enzimas hidrolíticas 
responsáveis por processos de vasculite e aumento da permeabilidade vascular  (Agut 
et al., 2003; Ciaramella et al., 2004) alterando a capacidade de defesa do organismo, 
o sistema de coagulação e o fluxo sanguíneo (Font et al., 1994).  
A leishmaniose canina provoca no hospedeiro uma alteração persistente dos 
componentes do sangue e nas funções da hemostase. No início da infecção a anemia é 
moderada, normocítica e normocrómica e hiporegenerativa. Os animais apresentam 
ainda trombocitopenia e leucocitose com neutrofilia. Apesar de na fase incial da 
doença se verificar  na medula óssea uma forte reacção granulomatosa proliferativa, 
as alterações irreversíveis, que ocorrem por esgotamento (Evans & Rebêlo, 1996), 
conduzem a uma pancitopenia generalizada.  
A epistaxis observada entre 5% a 10% dos cães é devida à acentuada 
trombocitopénia, ao aumento da viscosidade do soro provocada pela 
hiperglobulinémia, às alterações da velocidade de coagulação e à expansão das 
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ulcerações às fossas nasais com lesão da mucosa e perda da integridade dos tecidos 
nasais (Figura 1.7d) (Font et al., 1994; Corona et al., 2004; Petanides et al., 2008).  
 
Figura 1.7. Sinais clínicos observados na leishmaniose canina: cancros de inoculação 
na orelha (a.); dermatite furfurácea (b.); ulcerações nas articulações (c.) e 
hiperqueratose nasal acompanhada de ulceração da mucosa (d.). 
 
        
       
 
Manifestações oculares causadas pela leishmaniose em animais sintomáticos 
variam entre 16 e 80.5% (Naranjo et al., 2005). Das várias lesões oculares 
observadas, a blefarite associada à dermatite facial é a mais frequente. A conjuntivite 
purulenta e mucopurulenta, assim como a queratoconjuntivite seca bilateral são 
também vulgares.  
Mais raramente observam-se uveítes associadas a edema da córnea. 
Histologicamente estas uveítes são do tipo granulomatoso com infiltração de 
plasmócitos e macrófagos parasitados ou linfoproliferativas com deposição de 
anticorpos e frequentemente conduzem ao aparecimento de glaucomas (Evans & 
Rebêlo, 1996; Ciaramella et al., 1997; Naranjo et al., 2005; Roze, 2005).  
a. b. 
c. d. 
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O sistema nervoso pode ser atingido nas fases mais avançadas da doença, 
provocando tremores, alterações locomotoras e paralisia dos membros posteriores.  
Viñuelas et al. (2001) e McKonkey et al. (2002) observaram imunocomplexos e 
parasitas nos líquidos cefalorraquidiano e sinovial, respectivamente. A poliartrite, a 
osteomielite osteolítica assim como lesões de osteolise e osteoproliferativas também 
têm sido documentadas (Turrel & Pool; 1982; Buracco et al., 1997; Viñuelas et al., 
2001; Agut et al., 2003; Souza et al., 2005; Santos et al., 2006). 
Um número reduzido de animais (menos de 5%) apresentam ainda ascite, 
diarreia crónica do intestino grosso com melenas (por ulceração da parede intestinal), 
sinais respiratórios (rinite, pneumonia) e alterações auto-imunes (Slappendel, 1988; 
Ferrer, 1999; Koutinas et al., 1999). 
 
9. Tratamento e Quimio-resistência das Leishmanioses  
Devido à inexistência de vacinas eficazes para as formas de leishmaniose 
humana (cutânea, muco-cutânea e visceral) ou canina, a terapêutica, apesar de 
limitada, é onerosa e tem efeitos colaterais perniciosos, continua a representar o único 
mecanismo de controlo quando as medidas profilácticas falham. A falta de eficácia 
dos fármacos existentes, a falta de ensaios clínicos de novos agentes terapêuticos e o 
aparecimento de resistências aportam um problema para a Saúde Pública (Gangneux, 
1999; Croft, 2001; Ouellette, 2001).  
À luz do conhecimento actual, o aumento do número de casos de resistência 
adquirida aos fármacos é um factor a ter em consideração na infecção por L. 
infantum, transmitida por agulhas (nos toxicodependentes) e nas áreas geográficas 
onde o reservatório canino é tratado (Croft, 2001). A quimioterapêutica de infecção 
canina, que utiliza os fármacos da medicina humana, tem uma eficácia muito 
reduzida, sendo frequentes as recrudescências especialmente em animais com 
infecções sintomáticas (Mancianti et al., 1988; Alvar et al., 1994). Os regimes 
terapêuticos (tipo de fármaco(s) e metodologia) utilizados na leishmaniose canina são 
muito variados, o que promove o aparecimento de quimio-resistência do parasita 
através da forte pressão selectiva exercida pelos diversos fármacos.  
Diversos factores são responsáveis pela resistência aos fármacos: (i) a 
diferença de sensibilidade das espécies/estirpes de Leishmania aos diferentes 
fármacos seja por adaptação fisiológica, por selecção parasitas resistentes de uma 
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população mista, por mutações espontâneas ou por alterações na expressão génica; 
(ii) a farmacocinética (distribuição, metabolização e excreção) assim como o longo 
tempo de semi-vida e a sua utilização como monoterapia; (iii) o sistema imunitário do 
hospedeiro tendo principal relevância em indivíduos co-infectados com Leishmania-
HIV onde se verifica a ausência de uma resposta celular específica; (iv) as diferenças 
moleculares e bioquímicas entre espécies; (v) a selecção por pressão farmacológica: 
alteração local de acção, supraexpressão (influxo, efluxo, inactivação metabólica ou 
sequestro da molécula alvo) e (vi) à utilização inapropriada da dose e do esquema de  
tratamento (Croft et al., 2006; Singh, 2006). 
Quando se verifica o fenómeno da resistência aos fármacos, analisa-se a 
frequência com que são detectadas novas estirpes resistentes a um determinado 
fármaco e a rapidez da expansão dessa resistência pela população infectada (Croft, 
2001). A monitorização da resistência aos fármacos requer metodologias capazes de 
determinar: (i) a sensibilidade dos isolados do parasita e (ii) os marcadores 
moleculares que indicam as alterações no alvo do fármaco ou os mecanismos que 
alteram a concentração do mesmo no interior do parasita (Croft, 2001). O 
conhecimento do(s) mecanismo(s) utilizados pelos parasitas, responsáveis pela 
resistência, é fundamental a dois níveis: (i) poderá permitir o desenvolvimento de 
novos fármacos antileishmania que possam substituir e/ou complementar os fármacos 
existentes, de uma forma eficaz e (ii) permite o desenvolvimento de metodologias 
para avaliação e monitorização da resistência. Infelizmente existem poucos estudos 
que esclareçam a base genética e bioquímica dos referidos mecanismos. 
 
Antimoniais 
Os antimoniais stibogluconato de sódio (Pentostam®) e antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®) foram os primeiros produtos farmacológicos a serem 
utilizados na terapêutica das leishmanioses e ainda hoje são considerados em muitos 
países (Améica do Sul, Norte de África, Médio Oriente, Israel, e em alguns países 
Europeus) como de primeira linha (Gradoni et al., 2008). Estes fármacos inibem as 
enzimas do metabolismo parasitário ao bloquear a formação de guanosina trifofasto 
(GTP) e adenosina trifofasto (ATP). Nos últimos 50 anos, tem sido verificado a 
variação da resposta clínica aos antimoniais pentavalentes. Estas variações devem-se 
a diferenças intrínsecas na sensibilidade das espécies de Leishmania (Croft, 2001) e 
ao uso inapropriado, como acontece na utilização de doses subterapêuticas que 
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permitem que o parasita desenvolva tolerância ao fármaco, ou na utilização de 
fármacos de fabrico de má qualidade (Sundar, 2001; Croft et al., 2006). A diminuição 
da sensibilidade aos antimoniais pode ainda estar relacionada com uma deficiente 
resposta celular (Piarroux et al., 1996), como se verifica na imunodepressão por 
HIV/SIDA.  
O antimoniato de N-metilglucamina é também utilizado como fármaco de 
primeira linha na terapêutica da leishmaniose canina (Baneth & Shaw, 2002; Noli & 
Auxilia, 2005; Miró et al., 2008). As principais desvantagens do fármaco na 
leishmaniose canina são: (i)  tratamento muito dispendioso, principalmente para cães 
de grande porte; (ii) após vários ciclos diminui a sensibilidade do parasita ao fármaco 
e (iii) o tratamento dá a falsa impressão de o animal estar curado pelo que os donos o 
abandonam, levando ao aparecimento de recaídas clínicas e de resistências ao 
fármaco. 
As primeiras indicações de resistência reportam-se aos anos 80 onde 30% dos 
doentes infectados por L. donovani na região de Bihar, Índia, não respondiam ao 
tratamento pré-estabelecido de stibogluconato de sódio. Duas décadas depois, Sundar 
(2001) observou que na mesma região, a percentagem de doentes resistentes ao 
stibogluconato de sódio situava-se entre os 30% e 80%. Em condições laboratoriais a 
resistência das formas promastigotas e amastigotas é facilmente induzida (Grögl et 
al., 1989; Ephros et al., 1997) 
A diminuição da sensibilidade também foi observada em humanos e cães 
infectados por L infantum. Faraut-Gambarelli et al. (1997) verificaram que a 
sensibilidade in vitro ao Glucantime® diminuiu em humanos imunocompetentes e 
imunocomprometidos após o tratamento. Gramiccia et al. (1992) concluíram sobre o 
efeito nefasto de repetidos tratamentos com Glucantime® em cães sintomáticos visto 
estes representarem reservatórios permanentes de parasitas resistentes aos fármacos 
utilizados na clínica humana. Aqueles autores verificaram que a eficácia dos 
antimoniais pentavalentes em estirpes de L. infantum inoculadas em ratinhos 
provenientes de cães tratados com antimoniato de meglumina é menor do que nas 
estirpes do parasita provenientes de cães não tratados.  
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Anfotericina B  
Este fármaco consiste num antifúngico produzido por uma cultura de 
Streptomyces nodosus. Esta diamina aromática tem elevada afinidade pelo ergosterol 
da membrana celular do parasita. A variação de sensibilidade verificada nas 
diferentes espécies de Leishmania deve-se aos diferentes tipos e quantidades de 
esteróis existentes na membrana (Croft, 2001). 
A forma lipídica da anfotericina B (AmBisome®) apresenta poucos efeitos 
secundários, tem como principais desvantagens o elevado custo e a via de 
administração parenteral, sendo inacessível na maioria dos países endémicos de 
leishmaniose visceral (Herwaldt, 1999; Foti, 2001; Sundar, 2001; Guerin et al., 
2002). Contudo, a anfotericina B substitui cada vez mais os antimoniais como 
fármaco de 1ª linha principalmente no Sul da Europa e Norte da Índia, no estado de 
Bihar, por razões distintas. No Sul da Europa o custo do fármaco não é tão relevante e 
os clínicos preferem prescrever um fármaco mais dispendioso (no caso da forma 
lipossómica) mas mais eficaz e menos tóxico e que encurta o tempo de internamento. 
No Norte do Bihar, devido à taxa de sucesso dos antimoniais ter descrescido para 
35% (Sundar et al., 2001), o Comité Nacional decidiu substituir estes fármacos pela 
anfotericina B onde a taxa de sucesso foi de 95% inclusivé nos doentes a que 
previamente foi administrado, sem sucesso, os antimoniais (Thakur et al., 1996; 
1999).  
Num estudo efectuado em cães com leishmaniose verificou-se que apesar da 
remissão dos sinais clínicos os animais continuaram infectados (Oliva et al., 1995).  
O aparecimento de resistência não pode ser ignorado tendo em conta o seu 
longo tempo de semi-vida associada ao facto de que a sua acção depender do sistema 
imunitário do hospedeiro (Croft et al., 2006). Giorgio et al. (1999) verificaram in 
vitro que o sucesso do tratamento com anfotericina B em indivíduos infectados por L. 
infantum depende do sistema imunitário do hospedeiro e que as sucessivas recaídas 
observadas permitem o aparecimento de isolados de Leishmania resistentes. A 
resistência dos parasitas a este fármaco deve-se à alteração da composição dos 
diversos esteróis presentes na sua membrana (Mbongo et al., 1998). 
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Miltefosine  
Recentemente, este fármaco anticancerígeno tem sido utilizado com eficácia 
no tratamento da leishmaniose humana visceral na Índia, inclusive nos casos 
refractários aos antimoniais (Escobar et al., 2002; Sundar et al., 2002). Devido à sua 
via de administração (oral) é provavelmente a melhor opção terapêutica nas regiões 
remotas dos países em desenvolvimento e endémicos de LV (Sundar et al., 2006). 
Apesar deste fármaco se encontrar na IV fase de ensaios clínicos e de a sua taxa de 
sucesso terapêutica ser bastante elevada (94%) em crianças e adultos na Índia (Sundar 
et al., 1998; 2002; Bhattacharya et al., 2004), existem sérios inconveninentes na sua 
utilização nomeadamente o facto de ser um fármaco altamente teratogénico, o que 
limita a sua utilização em mulheres em idade fértil (Croft et al., 2006). Outra das 
desvantagens é o  longo período de semi-vida pelo que a sua utilização como 
monoterapia deve ser evitado de modo a prevenir o aparecimento de resistências. O 
desenvolvimento in vitro de promastigotas resistentes e a manutenção in vivo dessa 
resistência foi observada por Seifert et al. (2003; 2007). 
 
Pirazolopirimidinas  
A incorporação do alopurinol no lugar do ATP do ácido ribonucleico do 
parasita modifica a sua síntese proteica. Os promastigotas das diferentes espécies de 
Leishmania apresentam diferentes padrões de sensibilidade ao alopurinol resultante 
da variação do ARN parasitário.  
Actualmente é muito utilizado na leishmaniose canina, não se restringindo 
apenas à fase de tratamento mas também na profilaxia secundária, parece ser o 
medicamento mais generalizado na terapêutica de manutenção. Num estudo realizado 
por Koutinas et al. (2001), 45 cães com leishmaniose foram tratados durante quatro 
meses com alopurinol e, apesar da remissão dos sinais clínicos e restauração dos 
parâmetros não ocorreu eliminação do parasita.  
Apesar de nos anos oitenta ter sido utilizada em casos de LV e LC humanas, 
como monoterapia ou associado aos antimonias, a sua ineficácia deve-se ao facto da 
sua concentração no plasma humano, ao contrário do que ocorre nos cães, ser muito 
baixa (Shapiro et al., 1991). 
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Paramomicina (aminosidina) 
Este antibiótico aminoglicosídico, que actua sobre os ribossomas do parasita 
(Maarouf et al., 1995), tem sido utilizado para o tratamento da LV e LC humanas 
(Croft, 2001) com sucesso quando combinada com os antimoniais (Thakur et al., 
2000). Num ensaio clínico da fase III demonstrou eficácia de 95% tanto em adultos 
como em crianças (Sundar et al., 2007). No cão, não existem trabalhos que provem 
em definitivo a sua eficácia terapêutica visto que, após o tratamento mesmo com 
doses elevadas os animais apresentam recaídas (Vexenat et al., 1998). Os principais 
efeitos secundários são insuficiência renal e ototoxicidade. 
A resistência in vitro a este fármaco deve-se a uma diminuição do fluxo do 
fármaco para o interior dos promastigotas de L. donovani (Fong et al, 1994; Maarouf 
et al., 1998).   
  
Pentamidina 
Esta diamidina aromática foi o primeiro fármaco a ser utilizado nos casos 
refractários ao tratamento com antimoniais. No entanto este fármaco tem sido 
abandonado no tratamento da LV humana devido à sua elevada toxicidade e custo 
monetário. A sua taxa de sucesso decresceu de 95% nos anos 80 para 70% nos anos 
90 (Jha et al., 1998; Sundar, 2001; Zilberstein & Ephros, 2002), mas o seu uso 
combinado com o fármaco alopurinol durante cerca de 30 dias origina um aumento na 
taxa de sucesso para 91,2% nos doentes com LV e os efeitos secundários desta 
combinação são bastante menores que os da terapêutica única da pentamidina (Das et 
al., 2001; Zijlstra et al., 2003). O mecanismo de resistência involve a alteração do 
fluxo do fármaco por parte da mitocôndria do parasita (Basselin et al., 2002; Coelho 
et al., 2008). 
 
Sitamaquina  
Este fármaco de administração oral encontra-se na fase II dos ensaios clínicos 
para o tratamento da LV na Índia e no Quénia (Sangraula et al., 2003; Wasunna et al., 
2005; Sundar & Chatterjee, 2006). Recentemente Bories et al. (2008) isolaram 
promastigotas de L. donovani resistentes à sitamaquina verificando que a resistência 
se mantinha após remoção da pressão do fármaco. 
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Azóis  
A sensibilidade das diferentes espécies de Leishmania aos azóis (cetoconazol, 
fluconazol e itraconazol) dependem da composição do ergosterol da membrana. Um 
ensaio clínico mostrou que o cetoconazol é mais eficaz no tratamento da LC por L. 
mexicana do que por L. braziliensis, resultado concordante com o obtido in vitro por 
Rangel et al. (1996). Contudo não existe até ao momento nenhum ensaio 
experimental acerca dos mecanismos responsáveis pela indução de resistência (Croft 
et al., 2006). 
 
Marcadores moleculares putativos em Leishmania 
Os transportadores ABC (“ATP-binding cassette”) são proteínas integrais de 
membrana, localizando-se na membrana plasmática ou nas membranas de organelos 
celulares. Medeiam o transporte entre compartimentos celulares ou para o meio 
extracelular, sendo a sua actividade dependente da hidrólise de ATP (Conseil et al., 
2005; Deeley & Cole, 1997). Alguns têm elevada relevância clínica devido à sua 
relação com doenças genéticas e resistência a fármacos (Pérez-Victoria et al., 2001). 
As proteínas ABC partilham uma arquitectura molecular semelhante, 
constituída pelos domínios transmembranares TMD (“transmembrane domain”) e 
pelos domínios de ligação ao ATP NBD (“nucleotide binding domain”) (Dean & 
Allikmets, 1995; Kuchler & Thorner, 1992; Higgins, 1992). As regiões 
transmembranares servem de âncora das proteínas à membrana e formam um canal 
através do qual são transportadas várias moléculas (Oswald et al., 2006; Davidson & 
Chen, 2004). 
O tipo de resistência múltipla a fármacos ou multiresistência (MDR), 
caracteriza-se pela resistência celular cruzada a vários compostos estruturalmente 
diferentes. A importância dos transportadores ABC na defesa celular contra os 
fármacos citotóxicos, foi observada pela primeira vez em 1973 por Dano (1973).  
Vários genes da família da glicoproteína-P (pgp) da Leishmania spp, foram 
identificados, clonados e sequenciados e, variações no número e/ou expressão no pgp 
parecem estar implicadas no aparecimento da resistência aos fármacos (Ullman, 
1995). A primeira classe de genes potencialmente ligada ao aparecimento de 
resistência foi o ltpgpA em L. tarentolae resistente ao metotrexato (Grondin et al., 
1998) e o lmpgpA em L. major (Callahan & Beverley, 1991). Outros autores 
verificaram a amplificação do gene mdr (“Multi drug resistance”), lemdr1 em L. 
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enriettii (Chow et al., 1993), do ldmdr1 em L. donovani (Katakura et al., 1999) e do 
lamdr1 em L. amazonensis (Gueiros-Filho et al., 1995) resistentes à vinblastina. 
Pérez-Victoria et al. (2001) verificaram um aumento na expressão do mdr1 em 
culturas de promastigotas de L. tropica expostas durante longo tempo ao miltefosine e 
edelfosine. 
 
10. Medidas de Controlo das Leishmanioses 
A emergência e/ou re-emergência das doenças parasitárias, incluindo as 
leishmanioses, ocorrida nos últimos anos constitui um grave problema de Saúde 
Pública. Esta situação deve-se a uma multiplicidade de factores, de entre os quais se 
destacam as modificações ambientais, as condições sócio-económicas, e a resistência 
dos agentes patogénicos e dos vectores aos fármacos e insecticidas existentes (Tesh, 
1995; Reithinger & Davies, 2002).  
No controlo da leishmaniose é necessário ter presentes os dois elos da cadeia 
epidemiológica, o vector e o hospedeiro e de preferência programar estratégias 
integradas. Segunda a Organização Mundial de Saúde (WHO, 1990), as estratégias de 
controlo devem incidir sobre: os vectores, relativamente às vertentes biológicas, 
ecológicas e químicas; o parasita, erradicando-o nos hospedeiros através do 
tratamento dos doentes e dos reservatórios sempre que possível; e, a protecção 
individual e colectiva da população humana e canina. Adicionalmente, o 
desenvolvimento de produtos vacinais deve ser encorajado uma vez que a vacinação é 
uma das medidas de controlo mais promissoras (Tesh, 1995; Dye, 1996). 
No controlo do vector, o uso local/regional de insecticidas é um dos possíveis 
meios de eliminação dos insectos. Em regiões onde ocorra transmissão peri-urbana e 
os vectores sejam acessíveis, os insecticidas residuais (a utilização do DDT, durante 
as campanhas antimaláricas, levou a uma diminuição considerável na população dos 
flebótomos) podem reduzir com êxito a incidência da leishmaniose humana e canina. 
No entanto, devido à resistência demonstrada pelos flebótomos em algumas regiões 
(Kaul et al., 1978; Mukhopadhyay et al., 1996; Kishore et al., 2006), assim como aos 
elevados custos e às implicações do seu uso sobre o meio ambiente e o Homem 
(Singh et al., 2001; Tetreault et al., 2001), a Organização Mundial de Saúde só 
recomenda a sua aplicação em casos de epidemias graves.  
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O controlo biológico do vector através da utilização de parasitas dos 
flebótomos como ácaros (Martinez-Ortega et al., 1983; Shehata & Baker, 1996) e 
nemátodes (Killick-Kendrick et al., 1989; Pires et al., 1997b), assim como algumas 
bactérias (Yuval & Warburg, 1989; Pener & Wilamowski, 1996; Robert et al., 1997) 
poderá também contribuir para uma diminuição da densidade vectorial. A 
modificação do habitat do vector através da substituição do tipo de culturas existentes 
e da construção de aldeias em que as fontes alimentares e potenciais abrigos estejam 
reduzidos, poderá contribuir para uma redução na taxa de transmissão da doença a 
longo prazo (WHO, 1990).  
O controlo zooprofiláctico através da utilização de animais para desviar os 
vectores dos humanos foi testado no trabalho realizado por Chelbi et al. (2008). Estes 
autores verificaram que o número de Phlebotomus papatasi recolhidos no interior das 
habitações e na região peridoméstica foi significativamente inferior nos locais com 
coelheiras construídas ao redor das casas. 
A protecção do Homem da picada dos flebótomos tem sido testada através do 
uso de redes mosquiteiras apropriadas e de cortinas impregnadas com insecticida 
(Elnaiem et al., 1999a; 1999b; Ostyn et al., 2008). Em vários estudos, verificou-se 
redução na abundância de várias espécies de flebótomos endofílicos, funcionando o 
insecticida como repelente do vector (Majori et al., 1989; Mutinga et al., 1992; 1993). 
No entanto, o sucesso desta medida está limitado a uma zona restrita, e depende do 
comportamento endofílico ou exofílico do vector. A aplicação individual de 
repelentes poderá proteger o Homem da picada dos flebótomos, contudo o tempo de 
actividade é reduzido e os seus efeitos variam com a espécie de Phlebotomus testada 
(Coleman et al., 1993; Kalyanasundaram et al., 1994). 
O desenvolvimento de novas técnicas de diagnóstico que permitam a detecção 
precoce da infecção em indivíduos imunocompetentes e imunodeprimidos, utilizando 
amostras de colheita não invasiva, tais como a urina ou a saliva, que sejam de simples 
execução e que possam ser utilizadas em regiões remotas, são outras das medidas 
necessárias para o controlo da doença (Guerin et al., 2002). As novas metodologias 
deverão ainda ter valor prognóstico e detectar casos de recrudescência assim como 
distinguir as estirpes de Leishmania resistentes à terapêutica (Davies et al., 2003). 
Por outro lado, os esquemas de terapêutica disponíveis para esta parasitose 
nem sempre são eficazes, nem de fácil administração e, em determinadas regiões, a 
resistência aos fármacos de primeira linha são uma realidade (Lira et al., 1999). No 
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futuro, a prevenção e o controlo da leishmaniose dependem do desenvolvimento de 
agentes terapêuticos não tóxicos, de administração oral, com elevada taxa de eficácia 
após um curto tratamento (com curas superiores a 95% em todas as áreas 
geográficas), contra todas as espécies do parasita, e devem poder ser administrados a 
indivíduos de todos os escalões etários, a grávidas e nos imunocomprometidos 
(Zilberstein & Ephros, 2002). A combinação de fármacos deverá prevenir ou atrasar o 
aparecimento de resistências além de encurtar o período de tratamento (Gangneux, 
1999; Sundar, 2001; Guerin et al., 2002). A restauração da imunidade nos 
imunocomprometidos em associação com a profilaxia secundária provavelmente 
tornará o tratamento mais efectivo e diminuirá o número de recidivas, principalmente 
nos indivíduos co-infectados com o HIV (Gangneux, 1999; Guerin et al., 2002; 
Davies et al., 2003). 
O controlo da infecção no cão, sendo este animal um reservatório do parasita, 
permitiria também reduzir o risco de infecção da população humana. O abate de cães 
domésticos sintomáticos já efectuado na China (Zhi-Biao et al., 1984), no Brasil 
(Nascimento et al., 1996; Dietze et al., 1997; Ashford et al., 1998; Nunes et al., 2008) 
e em Itália, não foi totalmente eficaz uma vez que os cães assintomáticos, constituem 
um bom reservatório da doença e são fonte de infecção do flebótomo (Killick-
Kendrick et al., 1994; Molina et al., 1994; Campino, 1998). No Brasil, ao contrário 
do que era esperado, verificou-se, após abate dos cães seropostivos, um aumento da 
incidência da leishmaniose visceral humana, (Dietze et al., 1995; 1997). Seria 
aconselhável que se efectuasse anualmente, antes da época de transmissão, o rastreio 
serológico obrigatório dos cães para detecção dos cães infectados assintomáticos, de 
modo a serem tratados e prevenir a transmissão (Tesh, 1995; Alvar et al., 1994). 
Dado que o abate de cães domésticos se deparar com resistências de ordem efectiva, 
ética e económica, o controlo da doença fica largamente dependente do êxito do 
tratamento. A leishmaniose no cão é mais resistente à terapia do que no homem, 
sendo frequentes as recrudescências após o tratamento, especialmente em animais 
com infecções sintomáticas (Manciati et al., 1988; Alvar et al., 1994). Por outro lado, 
quer o tratamento quer a exterminação dos reservatórios silváticos (roedores, raposas, 
etc.), não são exequíveis, pelo que o ciclo silvático se mantém activo (Capela, 2002). 
O recolhimento dos animais antes do escurecer durante a época de transmissão 
(Davidson, 1999), assim como a utilização de sprays, coleiras e champôs insecticidas 
nos cães é uma forma de diminuir a interação vector/hospedeiro, conduzindo a uma 
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redução na taxa de transmissão da leishmaniose entre animais e humanos (Ascher et 
al., 1997; Pires et al., 1997a; Killick-Kendick et al., 1997a; Maroli et al., 2001; 
Molina et al., 2001; 2006; Halbig et al., 2000; David et al., 2001; Gavgani et al., 
2002; Mencke et al., 2003; Miró et al., 2007a). Outras medidas de controlo da 
leishmaniose, que englobem a redução ou extermínio dos vectores e de outros 
reservatórios, são difíceis de aplicar ou mesmo impraticáveis. 
Uma vez que a prevenção da doença no cão é a forma mais efectiva de 
interrupção do ciclo de transmissão doméstico de L. infantum, a estratégia de controlo 
mais eficaz a longo prazo será o desenvolvimento de uma vacina canina anti-
Leishmania (Tesh, 1995; Moreno & Alvar, 2002). A vacina deverá induzir uma 
resposta do tipo Th1, fornecer uma imunidade estéril eliminando os amastigotas que 
residem na pele aparentemente saudável, actuar nos dois estádios do ciclo do parasita, 
ser estável, barata e conferir imunidade de longa duração (Jaffe, 1999). Porém, o 
sucesso de uma vacina não depende única e exclusivamente do produto vacinal, mas 
também do protocolo de vacinação utilizado (dosagem, número de doses, intervalo de 
tempo entre doses), da via de administração e do tipo de adjuvante (Capela, 2002). 
A experimentação no cão de produtos candidatos a vacina não é de fácil 
execução e é dispendiosa. Por estas razões, quase todos os produtos vacinais 
desenvolvidos foram testados em modelo roedor, na maior parte das vezes com 
sucesso. Contudo, quando aplicadas a voluntários humanos os resultados foram 
inconsistentes, e no cão, não conferiram imunidade, aumentando em alguns casos, a 
susceptibilidade dos animais à infecção por Leishmania (Dunan et al., 1989).  
Vários grupos de investigadores têm procurado induzir imunidade protectora 
nos canídeos (Quadro 1.3) com parasitas vivos ou mortos, (vacinas de 1ª geração), 
com estirpes geneticamente modificas ou com subunidades proteicas purificadas 
(vacinas de 2ª geração) ou com vacinas de DNA (3ª geração). Estas vacinas consistem 
na inoculação de um plasmídeo que contém o(s) gene(s) alvo clonado(s) e cuja 
expressão in situ induz uma resposta antigénica específica. A estabilidade, o baixo 
custo, a não necessidade de adjuvantes e, a expressão persistente do(s) antigénio(s) 
parasitários, que permite a estimulação contínua da imunidade humoral e celular são 
as suas principais vantagens (Mor & Eliza, 2001; Gurunathan et al., 2000; Gradoni, 
2001).  
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Quadro 1.3. Revisão dos ensaios realizados com produtos vacinais candidatos à 
protecção da leishmaniose canina.   
 
Fase I
100% segura
Fase II
90% eficaz
Fase III
não eficaz
Fase I e II
seguro e eficaz
Fase I
Fase III
69.3% protecção
Fase I
100% eficaz
Fase I
Fase III
sem protecção
Fase III
92% protecção
Fase III
95% protecção
Fase II
100% protecção
Fase III
92% protecção
Fase II
90% eficaz
Fase II
não conclusivo
Fase III
sem protecção
Fase I
100% segura
Fase II
50% eficaz
Fase II
60% eficaz
Fase II
100% eficaz
Fase II
Fase I
100% segura
Fase II
sem protecção
Fase II
L- Leishmania; BCG- Bacilo Calmette-Guerin; ALM - L. major autoclavada; SGE -Extracto de glândula salivar; WPV - vacina produzida com a totalidade do parasita; Li F2 - Fracção
2 de L. infantum ; FML- Ligando da fucose manose; QuilA - Saponina Quillaja saponaria ; LiESAp - Antigénios excretados e secretados por promastigotas de L. infantum; MDP -
Dipéptido muramil; proteina Q - L. infantum proteina multicomponente quimérica; Lip2a - Proteina 2a de L. infantum ; Lip2b - Proteína 2b de L. infantum; P0 - Proteína ácida
ribossómica, H2A - Histona 2a; MML - Poliproteína composta pelos antigénios TSA, Le IF e Lm ST11 ; MPL-SE - adjuvante; AdjuPrime - adjuvante; TSA - Antioxidante específico do
tiol de L. major ; Le IF - Factor iniciador de elongação de L. braziliens s; Lm ST11 - Proteina de L. major indutora de stress ; H1 - Histona 1 ; HASPB1 - Proteina de superficie B1
acetilada e hidrofílica; Mpntanide 720 - adjuvante; LACK - Receptor de Leishmania para a quinase C activada; rVV - Virus Vaccinia recombinante; pCB6 - vector de expressão; CPA -
Proteinases de cisteina de L. infantum tipo I; CPB - Proteinases de cisteina de L. infantum tipo II; CpG-ODN - adjuvante; H2B - Histona 2b; H3- Histona 3; H4 - Histona 4; PSA2 -
antigénio parasitário de superfície 2; ST11 - Proteina 1 indutora de stress de L. major ; ARP1 - Proteina 1 relacionada com a actina; KMP-1 - Proteina 11 da membrana do cinetoplasto;
gp63 - glicoproteina 63;  IL12 -Interleucina 12; GM-CSF - Factor estimulador de colónias de macrófagos e granulócitos; MVA -Virus Ankara  modificado
Produto vacinal Antigénios Cães imunizados Resultados Referência
Mayrink et al ., 1996L. braziliensis  (mertiolato)L. braziliensis  + BCG
Mohebali et al. , 2004aL. major  (autoclavagem)L. major   + BCG + aluminio
12
10
L. major  (autoclavagem)
Genaro et al ., 1996L. braziliensis   + BCG L. braziliensis  (mertiolato) 1763
Mohebali et al. , 199816ALM + BCG 
MML + MPL-SE/AdjuPrime 10TSA, LeIF, LmSTI1 Fujiwara et al ., 2005
LiF2
Silva et al ., 200058L. donovaniFML
44 Borja-Cabrera et al ., 2002FML+saponina QuilA L. donovani
Antigénios 
recombinantes
Fracções 
purificadas
Molano et al ., 2003proteína Q+BCG Li p2a, Li p2b, P0, H2A 10
L. infantum  Li ESApLi ESAp-MDP 9 Lemesre et al ., 2005
Lemesre et al ., 2007L. infantum  Li ESApLi ESAp-MDP 205
Dunan et al ., 1989L. infantum Li F2
Vacinas de 
ADN
Ramiro et al ., 20035LACKLACK + rVV
ADN multicomponente + IL2 + GM-CSF L. donovani LACK, H1, H2A, H2B, H3, H4, PSA2, TSA, ST11, ARP1 8
Saldarriaga et al ., 2006
100% eficaz
Rodríguez-Cortés et al ., 2007bADN multigénica
ALM + BCG / saponina
182
Rafati et al ., 2005pCB6-CpB e/ou pCB6-CpA +CpG-ODN + Montanide720 L. infantum  CPB e CPA 10
H1 e HASPB1
Gradoni et al ., 2005MML + MPL-SE/AdjuPrime 30TSA, LeIF, LmSTI1
H1 + HASPB1+ Montanide720
Moreno et al ., 2007
40
H1/HASPB1 + Montanide720
386
5
Estimulação 
imunidade 
Lasri et al. , 1999
18
L. major  (autoclavagem)
MVA-LACK/rVV-LACK Ramos et al. , 2008
Parasitas 
mortos
L. infantum  KMP-1, TSA, LACK, 
gp63
6
Estimulação 
resposta Th18
LACK
Giunchetti et al ., 2008bL.braziliensis + L. amazonensisWPV + BCG
5
Estimulação 
imunidade 
Giunchetti et al ., 2008aL. braziliensis L. braziliensis   + saponina + SGE
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Apesar dos resultados desencorajadores obtidos com os produtos vacinais 
testados, o desenvolvimento espontâneo de resistência em cães infectados (Cabral et 
al., 1992; Cardoso et al., 1998; Pinelli et al., 1994; Solano-Gallego et al., 2000) 
incentiva a continuação de estudos sobre vacinas contra a leishmaniose canina, que 
indirectamente poderão contribuir para o controlo da leishmaniose zoonótica humana 
(Abranches et al., 1998; Reithinger & Davies, 2002). Actualmente existe un vacina 
registada no Brasil para a prevenção da leishmaniose canina (Leishmune®). Este 
produto vacinal, além de bloquear a transmissão da infecção (Nogueira et al., 2005; 
Saraiva et al., 2006), mostrou ser eficaz quando utilizado como agente 
imunoterapêutico (Borja-Cabrera et al., 2004). A sua principal desvantagem é o 
elevado custo (cerca de 120 euros por animal). Para o seu uso ser generalizado é 
necessário estandartizar a sua produção e efectuar mais ensaios clínicos, não só em 
outras regiões do Brasil como em outros países onde a infecção é endémica (Dantas-
Torres, 2006). 
Relativamente ao ser humano, só duas vacinas de 1ª geração se encontram 
licenciadas: uma vacina viva imunoprofiláctica, no Uzbequistão para controlo da L. 
major, e uma vacina morta imunoterapêutica para o tratamento de L. braziliensis, no 
Brasil (Palatnik-de-Sousa, 2008). 
 
 CAPÍTULO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
CARACTERIZAÇÃO DE UMA INFECÇÃO 
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2. Caracterização de uma infecção por Leishmania infantum 
no cão 
 
A leishmaniose causada por  Leishmania infantum (sin. L. chagasi), é uma 
zoonose endémica na Bacia Mediterrânica afectando milhões de cães na Europa, no 
Norte de África, na Ásia e na América do Sul, constituindo ainda uma doença 
emergente na América do Norte (Rosypal et al., 2003; Duprey et al., 2006). O cão 
(Canis familiaris), sendo o principal hospedeiro da infecção e o principal reservatório 
doméstico da leishmaniose visceral humana, foi proposto como o melhor modelo 
animal para o estudo da resposta imunitária, para avaliação de novos compostos 
terapêuticos assim como de candidatos a produtos vacinais (Valladares et al., 2001; 
Ashford et al., 1998; Garg & Dube, 2006).  
Espera-se de um modelo animal a reprodução dos aspectos patológicos e das 
respostas imunológicas observadas nos humanos quando estes são expostos à 
infecção por Leishmania. Têm-se desenvolvido vários modelos mas nenhum 
representa tão bem as características da infecção natural, observadas na leishmaniose 
visceral  humana e canina, como acontece com o modelo canino (Hommel et al., 
1995; Cabral et al., 1998; Campino, 1998; Campino et al., 2000b).  
A maior diferença entre as infecções natural e experimental está relacionada 
com o inóculo parasitário. Em condições normais, o vector introduz  uma a várias 
centenas de promastigotas metacíclicos na derme do hospedeiro, enquanto que nas 
infecções experimentais o inóculo é introduzido geralmente por injecção 
(intradérmica ou endovenosa) e contém milhões de promastigotas provenientes de 
culturas in vitro ou amastigotas retirados de tecidos infectados (Homel et al., 1995). 
 
2.1. Material e Métodos 
2.1.1. Animais 
Foram utilizados neste estudo 12 exemplares (6 machos e 6 fêmeas) da 
espécie Canis familiaris raça Beagle, fornecidos por criador licenciado (Marshall 
Bioresources, Nova Iorque, USA) com cerca de doze semanas.  
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Todos os animais foram desparasitados com anti-helmínticos de largo espectro 
(pamoato de pirantel e ivermectina) e coccidiostáticos (amprolio e sulfadimetoxina) e 
vacinados contra a esgana, parvovirose, hepatite, adenovírus tipos 1 e 2, Leptospira 
canicola e L. icterohaemorrhagiae, parainfluenza, Bordetella bronchiseptica, 
papilomatose oral canina e raiva.  
Estes animais foram mantidos no Canil do IHMT em condições climáticas e 
de nutrição adequadas e de acordo com as normas comunitárias (86/609/CEE) 
relativas ao bem-estar dos animais de experiência transpostas para a lei nacional 
(D.R. DL129/92 e portaria 1005/92 de 23 de Outubro, DR I série-B nº245). 
O canil encontrava-se totalmente protegido com uma rede mosquiteira de 
malha inferior às dimensões do flebótomo e com insectocutores no seu interior de 
modo a evitar a transmissão natural da infecção. 
Todos os procedimentos executados neste estudo foram realizados seguindo as 
boas práticas clínicas de “The VICH guideline (GL9) on good clinical practices for 
veterinary medicinal products” VICH Steering Committee, Junho de 2000. 
O estudo, com duração de sete meses (o primeiro mês correspondeu ao 
período de quarentena decretado pela normas acima mencionadas), foi aprovado pelas 
comissões de ética da Direcção Geral de Veterinária e do IHMT.  
 
2.1.2. Parasitas 
 Para a preparação de antigénio para as técnicas de imunofluorescência 
indirecta e contraimunoelectroforese, proliferação linfocitária e infecção in vitro dos 
macrófagos foram utilizadas formas promastigotas da estirpe MHOM/PT/88/IMT151 
de Leishmania infantum MON-1. 
De forma a obter um número elevado de formas promastigotas, os parasitas 
foram cultivados em meio líquido de alto rendimento, incubado a +24 ºC (Memmert, 
Alemanha): meio Schneider (Sigma, USA), suplementado com soro fetal bovino 
(FCS; Biochrom, Alemanha) a 20 % (v/v), previamente inactivado pelo calor (30 
minutos a +56 ºC) e gentamicina 50 mg/ml (Sigma). 
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2.1.2.1. Promastigotas  
Preparação de antigénio total de L. infantum 
O antigénio foi preparado a partir das culturas a uma concentração de 108-109 
parasitas/ml. A contagem de parasitas foi efectuada em hemacitómetro de Neubauer 
(Sigma) ao microscópio óptico e os promastigotas foram recolhidos na fase 
estacionária de crescimento e centrifugados a 925 g (centrífuga 5810R, Eppendorf 
AG, Alemanha) durante 15 minutos a +4 ºC. O sedimento de promastigotas foi 
lavado três vezes com soro fisiológico a 0.9 %, com centrifugações a 925 g durante 
15 minutos a +4 ºC. Após a terceira lavagem, o sobrenadante foi rejeitado e 
ressuspendeu-se o sedimento em 500 µl de água ultrapura. Foi de seguida iniciado o 
processo de lise celular através de seis ciclos sucessivos de congelação e 
descongelação (-20 ºC, -80 ºC, temperatura ambiente), no fim do qual se procedeu a 
centrifugação a 925 g durante 15 minutos e recolha do sobrenadante. 
A concentração proteica foi determinada por espectrofotometria (Gene Quant 
II; Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, USA) e o antigénio foi 
conservado a -20ºC até à sua utilização. 
 
2.1.2.2. Amastigotas 
Para a obtenção das formas amastigotas, retiraram-se, após eutanásia, o baço e 
o fígado de cães infectados, os quais foram lavados em soro fisiológico penicilado 
(100 U/ml) e homogeneizados. O produto foi colocado em tubos de centrífuga de 50 
ml (DeltaLab, Espanha) e centrifugado a 129 g, durante 5 minutos a +4ºC. O 
sobrenadante foi transferido para tubos de 50 ml, tendo-se rejeitado o sedimento. 
Lisaram-se os eritrócitos utilizando saponina (Sigma) numa proporção de 25 µg de 
saponina para 20 ml de sobrenadante. Após 5 minutos à temperatura ambiente, 
centrifugou-se a 1934 g, durante 10 minutos a +4ºC. Após centrifugação a 1021 g 
durante 10 minutos a 4ºC,  em 20 ml de meio “Roswell Park Memorial Institute” 
[RPMI 1640 (Biochrom), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml], 
supplementado com 10 mM HEPES (ácido piperazineatanilsulfónico 4-(2-
hydroxietilo)-1-) (Sigma), o sedimento foi diluído em 5 ml de RPMI e as células 
foram desagregadas através de três passagens da suspensão através de uma seringa. 
Após mais duas centrifugações a 1934 g durante 10 minutos a +4ºC, o sobrenadante 
foi rejeitado e ressuspendeu-se o sedimento em 20 ml de RPMI.  
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Prepararam-se duas soluções de Percol (Sigma), uma a 90% e outra a 45%. 
Para a solução de 90% utilizou-se 9 ml de Percol para 1 ml de solução “Hank´s 
balanced salt solution” (HBBS - Sigma) 10 vezes (10X) concentrada. Para a solução 
de 45% usou-se 5 ml da solução de Percol a 90% e 5 ml de solução de HBBS não 
concentrada. O sedimento obtido após as centrifugações foi ressuspendido em 6 ml da 
solução de Percol a 45%. Num tubo de 15 ml colocaram-se 4 ml da solução de Percol 
a 90% e lentamente adicionou-se, a mistura do sedimento com a solução de Percol a 
45%. Centrifugou-se a 3220 g, durante 30 minutos a +15ºC. Os amastigotas, devido 
ao gradiente de densidade, ficaram retidos num anel entre as duas soluções de Percol. 
Removeu-se o anel de amastigotas e procedeu-se a três lavagens a 1021 g, durante 10 
minutos cada, a +4º. 
O sedimento foi ressuspendido em 10 ml de soro fisiológico a 0.9%. A 
contagem dos amastigotas viáveis foi realizada de acordo com Cenini et al. (1989). 
Preparou-se uma solução de laranja de acridina e brometo de etidio (Sigma) ambos 
com uma concentração de 100 µg/ml. A 20µl da suspensão celular adicionou-se 1 µl 
da solução laranja de acridina/brometo de etídio. Após 5 minutos de incubação à 
temperatura ambiente e protegido da luz, efectuou-se a contagem dos amastigotas em 
hemacitómetro de Neubauer ao microscópio de fluorescência (Zeiss, Alemanha). Os 
amastigotas viáveis emitem fluorescência verde enquanto que os mortos/não viáveis 
emitem cor vermelha. O inóculo foi ressuspendido em soro fisiológico.  
 
2.1.3. Inoculação 
Os doze cães foram inoculados, por via endovenosa, com 107 amastigotas por 
Kg do animal com a estirpe MCAN/PT/05/IMT373 identificada por tipagem 
isoenzimática como L. infantum MON-1. 
Antes da inoculação efectuou-se o exame clínico e o estudo laboratorial 
(hematológico, bioquímico e pesquisa de anticorpos antileishmania) dos animais. 
 
2.1.4. Observação Clínica 
2.1.4.1. Registo Diário 
Diariamente procedeu-se à observação clínica de todos os animais, anotando-
se eventuais sinais de doença e registou-se a temperatura e a humidade do meio 
ambiente. Os animais foram pesados semanalmente.  
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2.1.4.2. Exame Físico/Clínico 
Antes da inoculação (D0) e posteriormente, mensalmente (D30, D60, D90, 
D120, D150 e D180), todos os animais foram submetidos a um exame clínico para 
pesquisa de sinais de doença compatíveis com leishmaniose canina, nomeadamente: 
febre, anorexia, perda de peso, presença de mucosas pálidas, de atrofia muscular, de 
alterações cutâneas e hipertrofia ganglionar ou outro tipo de patologia.  
 
2.1.4.3. Exame Oftalmológico 
Dois dias antes da eutanásia, foi efectuado um exame oftalmológico com a 
colaboração da Professora Esmeralda Delgado, médica veterinária do Departamento 
de Clínica, Faculdade de Medicina Veterinária, Universidade Técnica de Lisboa.  
Procedeu-se assim à examinação de ambos globos oculares dos canídeos e os 
seus anexos. 
No segmento anterior do olho avaliou-se a sua  simetria e a integridade dos 
anexos, assim como os nervos óptico e facial (nervos cranianos II e VII) efectuando o 
reflexo de ameaça. O reflexo palpebral foi avaliado por toque na área periocular, 
testando-se a integridade dos nervos craniais III e VII.  
De modo a avaliar a simetria das pupilas assim como a dilatação normal em 
resposta a intensidades luminosas baixas, utilizou-se um foco de luz brilhante numa 
sala escurecida, testando assim o reflexo pupilar directo e consensual.  
A avaliação do filme aquoso de secreção lacrimal que cobre a superfície 
externa da córnea foi realizada através do Teste de Schirmer. O humedecimento das 
fitas é medido em milímetros por minuto. Os valores de referência são de 19 a 24 
mm/minuto (Gelatt, 2000). 
A pressão intraocular foi avaliada com o auxílio do tonómetro  Tono-Pen XL 
(Medtronic Solan, USA), o qual permite medir a força necessária para aplanar a 
córnea numa área conhecida. A córnea anestesiada  com oxibuprocaína (Anestocil®) 
foi tocada breve e repetidamente até que se ouviu um ruído contínuo que indica que a 
pressão intraocular está completa. A pressão intraocular de referência dos cães varia 
entre 15 a 25 mmHg (Gelatt, 2000). 
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A avaliação do segmento posterior, que consistiu na exame do vítreo, da 
retina, do disco óptico e das estruturas coroidais, foi realizado com o auxílio de um 
oftalmoscópio directo após dilatação da pupila com tropicermida a 10 mg/ml em 
veículo adequado (Troficil Top®).  
 
2.1.5. Recolha de Material Biológico 
2.1.5.1 Sangue periférico 
Antes da inoculação e posteriormente, uma vez por mês, nos dias 
anteriormente determinados, procedeu-se à recolha de sangue periférico a partir da 
veia jugular. Os animais foram colocados numa marquesa, sentados sobre os 
membros posteriores. A veia foi puncionada com uma agulha 21G montada em 
seringas de 5ml, 10 ml ou 20ml, consoante os testes a realizar. 
A colheita de sangue nos D0, D90 e D180 serviu simultaneamente para a 
inoculação em meio de cultura (duas a três gotas), impregnação de papel de filtro 
(Whatman nº 3) para posterior extracção de DNA, e o restante dividido por um tubo 
sem anticoagulante para obtenção do soro destinado às provas seroimunológicas e 
bioquímicas e por um tubo com o anticoagulante EDTA (etilenediamina ácido tetra-
acético; Sarsted, Alemanha) para determinação dos parâmetros hematológicos e da 
imunidade celular. 
O soro obtido, após centrifugação a 956 g durante 10 minutos (Centrífuga 
Hermle ZK380, BHG, Alemanha), foi distribuído por alíquotas de 1.5 ml e 
conservados a +4ºC quando utilizado até cinco dias após a colheita e a -80ºC para 
determinações a efectuar posteriormente. O sangue colhido com anticoagulante, foi 
conservado a +4º C até à sua utilização que ocorreu sempre no mesmo dia. 
Nos D0 e D180 recolheu-se 0.5 ml de sangue periférico para uma alíquota 
com 1 ml de “RNA/DNA stabilization reagent for blood/bone marrow” (Roche 
Diagnostics GmbH, Alemanha). Este reagente produz lise instantânea das células e 
inactiva as ribonucleases, evitando a degradação do RNA. Após a mistura as amostras 
foram conservadas a -80ºC até à extracção do RNA. 
 
2.1.5.2. Biópsia de medula óssea 
Antes da inoculação, 3 meses após (p.i.) e post mortem, efectuou-se biópsia 
aspirativa da medula óssea. 
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Antes do procedimento, os animais foram sedados com 0.1-0.3 ml por cada 
dez quilos de peso do animal de hidrocloreto de medetomidina (Domitor®, 1mg/ml, 
Laboratórios Pfizer, Portugal) administrados por via intramuscular (i.m.). 
Após sedação os animais foram colocados em decúbito lateral esquerdo. 
Depois de eliminar os pêlos e desinfectar a área esternal com álcool a 70º e 
iodopovidona, efectuou-se a biópsia, entre a nona e décima terceira costela, 0.5 cm 
acima da junção costo-condral, com uma agulha 20G e seringa com 0.5 ml de soro 
fisiológico. A sedação foi invertida com 0.1-0.3 ml por cada dez quilos de peso do 
animal de hicrocloreto de atipamezol (Antisedan®, 5mg/ml, Laboratórios Pfizer, 
Portugal) administrados i.m. 
A amostra de medula serviu simultaneamente para a inoculação em meio de 
cultura e impregnação de papel de filtro para posterior extracção de DNA. Nos dias 
D0 e D180 procedeu-se de igual modo ao descrito em 1.5.1.para posterior extracção 
do RNA. 
 
2.1.5.3. Colheita de células conjuntivais 
Procedeu-se à recolha de células conjuntivais com o auxílio de uma zaragatoa 
de algodão estéril (Gardening, Itália). Os animais foram colocados na marquesa na 
posição de sentado e a zaragatoa foi passada em cada uma das faces internas da 
pálpebra inferior. Após passagem pelas conjuntivas, as zaragatoas foram embebidas 
em 1 ml de PBS (VWR, Bélgica) estéril e conservadas a +4ºC durante 24 horas. No 
dia seguinte o algodão foi pressionado contra as paredes do tubo de modo a libertar as 
células conjuntivais e centrifugou-se o conteúdo do tubo, tendo-se ressuspendido o 
“pellet” em 200 µl de PBS. As amostras foram conservadas a –80 ºC até à posterior 
extracção de DNA. 
 
2.1.5.4. Colheita de amostras post mortem 
No fim da experiência os animais foram sacrificados. Após anestesia, com 
0.3-0.8 ml, por cada dez quilos de peso do animal, de hidrocloreto de medetomidina, 
i.m., procedeu-se à eutanásia através da administração, por via intracardíaca, de 10 ml 
de pentobarbital sódico (Eutasil®, 200mg/ml, Ceva Saúde Animal, Portugal). 
Após eutanásia efectuou-se a recolha da amostras de baço, fígado, gânglio 
poplíteo, pele sã (região do focinho) e lesionada (quando existente). As amostras 
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foram inoculadas em meio de cultura e processadas em decalques em lâmina (baço, 
fígado e gânglio). O restante material foi conservado a -80ºC para posterior extracção 
de DNA (para a técnica de PCR (reacção em cadeia da polimerase)  e de qRT-PCR 
(PCR em tempo real)) e de RNA (para medição semi-quantitativa da expressão de 
citocinas pela técnica de RT-PCR [transcrição reversa e amplificação do DNA 
complementar (cDNA) por PCR].  
Na necrópsia também foram recolhidos fragmentos de baço, fígado, pele da 
região do focinho, gânglio mesentérico e globo ocular com estruturas adjacentes para 
posterior análise histopatológica pela Profº Mª Conceição Peleteiro, da Faculdade de 
Medicina Veterinária, Universidade Técnica de Lisboa. 
 
2.1.6. Determinação dos parâmetros hematológicos e proteinograma  
A Leishmaniose visceral caracteriza-se também por alterações hematológicas 
como anemia, leucocitose, neutrofilia, linfocitose, trombocitopenia e elevada 
velocidade de sedimentação. As proteínas plasmáticas também sofrem alteração 
verificando-se o aumento das poteínas totais e da fracção gama-globulina, e 
diminuição acentuada da albumina (Abranches, 1984).  
A determinação dos parâmetros hematológicos (hemoglobina, hematócrito, 
contagem de eritrócitos, leucócitos, plaquetas e constantes globulares) foi realizada 
em contador de glóbulos e hemoglobinómetro automático (Sysmax k 1000, Toa 
Medicale Electronics co. LTD., UK) com a colaboração do laboratório Central do 
IHMT (Doutor Luís Távora Tavira). 
O doseamento das proteínas séricas foi efectuado em auto-analisador 
automático (Microtech 672PC, Interlab, Itália). 
 
2.1.7. Estudos Parasitológicos 
2.1.7.1. Exame Directo  
O exame directo consistiu na pesquisa de formas amastigotas de Leishmania, 
através da observação microscópica de preparações dos órgãos em lâmina. 
Após secagem dos decalques de baço, fígado e gânglio poplíteo, procedeu-se à 
fixação durante 2 minutos com metanol. Preparou-se uma solução corante de Giemsa 
(Merck, Alemanha) (50 µl de Giemsa por ml de água tamponada pH 7,2 - 7,4). 
Cobriram-se os decalques com a solução e deixou-se actuar durante 25 minutos; em 
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seguida procedeu-se a lavagem em água tamponada e deixou-se secar à temperatura 
ambiente.  
 
2.1.7.2. Exame Cultural 
É um teste largamente usado no diagnóstico da leishmaniose, tal como o 
exame directo. Contudo, o exame cultural é moroso, sendo por vezes necessário 
aguardar várias semanas (cinco semanas) até que seja possível obter o resultado.  
 
 Isolamento em meio de NNN (Novy-Nicolle-McNeal) 
É um meio de cultura bifásico, de utilização comum para o isolamento de 
leishmanias. A fase sólida foi preparada ao calor, dissolvendo-se Bacto Agar (Difco 
Laboratories, USA) em água destilada, contendo 0.6% (p/v) de NaCl para uma 
concentração final de 1%. Distribuíram-se 4.5 ml do produto por tubo de ensaio. 
Após esterilização, deixou-se arrefecer até cerca de +45ºC e adicionou-se 
assepticamente sangue de coelho desfibrinado [10 a 20 % (v/v)] (Probiológica, 
Portugal), agitando o tubo manualmente com movimento de rotação. Os tubos de 
cultura, foram colocados inclinados até solidificar o meio, conservando-se 
posteriormente a +4ºC até à sua utilização.  
Em cada tubo de meio foram inoculados 500 µl de sangue, ou medula óssea, 
ou aspirado ganglionar, ou biópsia de pele (sã e lesionada, quando existente) ou 
macerado de baço ou de fígado e adicionou-se cerca de 500-1000 µl de soro 
fisiológico (9gr cloreto de sódio em 1000 ml de água destilada) contendo penicilina G 
sódica (600 U/ml) (Labesfal, Portugal). 
As culturas foram incubadas em estufa refrigerada a +24 °C, tendo sido 
observadas e transferidas semanalmente para novos meios de NNN. As culturas 
negativas foram mantidas durante cinco semanas, antes de serem rejeitadas. 
 
2.1.8. Estudos da Imunidade Humoral 
Em todas as determinações seroimunológicas foram analisados soros 
controlos positivo e negativo, em paralelo com as amostras de soros em estudo. 
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2.1.8.1. Imunofluorescência Indirecta 
Preparação de antigénio figurado de L. infantum 
O antigénio figurado foi preparado a partir de formas promastigotas de L. 
infantum em cultura como descrito em 2.1.2. Retiraram-se 50 ml da cultura e 
centrifugaram-se a 425 g durante 10 minutos a +4ºC. O sobrenadante foi rejeitado e 
lavaram-se os promastigotas com soro fisiológico 0.9%. Os parasitas foram contados 
em hemacitómetro de Neubauer e a suspensão foi ajustada de modo a se obter uma 
concentração de 2x106 promastigotas/ml. O antigénio 10 µl/círculo foi depositado nas 
lâminas com 10 círculos (Bio Mérieux Portuguesa, Portugal), que se colocaram em 
estufa a +37ºC na presença de um ventilador, para facilitar a evaporação rápida do 
líquido, mantendo a distribuição uniforme dos promastigotas no círculo. Após 
secagem o antigénio foi conservado a -80ºC. 
 
Técnica de Imunofluorescência Indirecta  
A IFI foi realizada segundo o método descrito por Abranches, 1984. As 
lâminas com antigénio conservadas a -80ºC foram colocadas à temperatura ambiente, 
e após secagem fixou-se o antigénio com acetona. Os soros a testar foram diluídos em 
progressão geométrica em PBS a pH 7.2, aplicados a cada círculo (25 µl) e incubados 
a + 37ºC, em câmara húmida, durante 30 minutos. Após o tempo de incubação, as 
lâminas foram retiradas da câmara e, após rejeição do excesso de soro, colocadas em 
PBS a pH 7.2, durante 30 minutos. Depois de secar colocou-se 25 µl de conjugado 
(gama-globulinas anti-IgG de cão; Sigma) diluído em solução de azul de Evans 
(Sigma) (1:100000 de azul de Evans em PBS). Procedeu-se a lavagem e incubação 
em câmara húmida, durante meia hora, finda a qual se rejeitou o excesso de 
conjugado e colocou-se em PBS durante 10 minutos. Após montagem com glicerina 
tamponada (1:10) e lamela, procedeu-se à leitura em microscópio de fluorescência, no 
comprimento de onda 475. 
Consideraram-se positivos os soros com fluorescência em diluições iguais ou 
superiores a 1/64. 
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2.1.8.2. Contraimunoelectroforese 
Preparação de antigénio solúvel de L. infantum 
O antigénio solúvel foi preparado a partir de formas promastigotas de L. 
infantum em cultura como descrito em 2.1.2.1. 
 
Técnica de Contraimunoelectroforese 
A CIE foi realizada segundo o método descrito por Monjour et al. (1978) e 
Campino (1998). Procedeu-se à electroforese em tampão barbital sódico 0.08 M, pH 
8.2 (16 gr barbital sódico (Merck), 1000ml de água destilada, HCL 1N), utilizando 
tiras de acetato de celulose gelificado (Cellogel, Itália), e uma corrente de 75 V/cm, 
durante duas horas a +4ºC (equipamento Sebia), O soro a testar (15 µl) foi depositado 
nas tiras no lado do ânodo e 15 µl de antigénio (50 mg/ml) no lado do cátodo, 
distando 1,5 cm entre ambos. Após lavagem com soro fisiológico a 0.9%, as tiras 
foram coradas numa solução de azul brilhante de Coomassie (Sigma) (5 gr de azul 
brilhante de Coomassie + 1000 ml de solução descorante, constituída por 500 ml de 
metanol p.a. (Merck), 400 ml da água destilada e 100 ml de ácido acético glacial p.a.) 
durante 10 minutos, e posteriormente, colocadas na solução descorante, até ao 
aparecimento dos arcos de precipitação. 
Consideraram-se positivos todos os soros que, revelaram pelo menos, um arco 
de precipitação (Campino, 1991; 1998). 
 
2.1.8.3. Testes Imunocromatográficos Rápidos 
Teste rápido com rK39 
          O antigénio recombinante rK39, consiste numa proteína 
predominantemente expressa pela forma amastigota, a quinesina, altamente 
conservada no complexo L. donovani pelo que a sua utilização como molécula de 
diagnóstico apresenta uma elevada sensibilidade e tenha valor predictivo no 
aparecimento da fase sintomática da doença (Badaró et al.,1996; Gomes et al.,2008).  
O teste rK39 foi realizado segundo o método descrito pelo representante 
(Inbios International, USA). Após a adição, no local com as setas indicadoras, de 20 
µl do soro a testar, colocou-se a tira na posição vertical, no interior de um poço de 
microplacas fundo em U, com as setas dirigidas para baixo. A leitura do teste fez-se 
nos 10  minutos subsequentes à adição de 100-150 µl do tampão do “kit”. 
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Teste protótipo “Lateral-flow test for the diagnosis of dog visceral leishmanio-
sis” 
O teste foi realizado segundo o método descrito pelo representante (Bordier 
Affinity Products SA, Suiça). Trinta segundos após a adição de 5 µl do soro a testar, 
na janela da plaqueta colocaram-se duas gotas do tampão de eluição. Uma nova gota 
foi adicionada quatro minutos mais tarde. A leitura do teste fez-se 10  minutos após.  
 
2.1.8.4. Técnica de ELISA 
A técnica de “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) foi realizada de 
acordo com as instruções fornecidas (Bordier Affinity Products SA). Antes de se 
aplicarem os soros a testar, procedeu-se à lavagem, durante 15 minutos à temperatura 
ambiente, dos 96 poços de fundo plano da placa previamente sensibilizada com 
antigénio solúvel de L. infantum. O tampão de lavagem TBS-Tween foi previamente 
diluído 1:10. Após remoção do tampão foram adicionados 100 µl das amostras-
padrão (controlo negativo, controlo com fraca positividade e controlo fortemente 
positivo fornecidos pelo fabricante) e das amostras a testar diluídas 1:200 em TBS-
Tween. Todas as amostras foram testadas em duplicado e incubadas durante 30 
minutos a +37ºC. Depois de 4 lavagens, foram adicionados 100 µl/poço de proteína 
alcalina A, diluída a 1:50 em TBS-Tween marcada com fosfatase. Após incubação 
durante 30 minutos a +37ºC, procedeu-se a 4 lavagens e à adição e incubação durante 
30 minutos do substrato. A reacção foi então bloqueada com a adição de 100 µl de 
solução de bloqueio (K3PO4) e a absorvância lida a 405 nm em espectrofotómetro de 
microplacas. Considerou-se como limiar de significância a absorvância do controlo 
com fraca positividade. 
 
2.1.8.5. Teste de Aglutinação Directa 
Ao antigénio liofilizado (5x107 parasitas/ml) (KIT Biomedical Research, 
Holanda) adicionou-se 5 ml da solução de diluição: soro fisiológico a 0.9% contendo 
0.1M β-mercapto-ethanol (Sigma).  
Foram colocados 100 µl/poço da solução de diluição na primeira coluna de 
microplacas de 96 poços, fundo em V (DeltaLab, Espanha), e 50 µl/poço nas colunas 
seguintes. Após adicção de 1 µl do soro a testar no primeiro poço de cada linha 
(diluição 1:100) realizaram-se diluições seriadas de 1:2 até à 11ª coluna. Os poços da 
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12ª coluna foram utilizados como controlo negativo. Em cada poço colocou-se 50 µl 
do antigénio reconstituído. Incubou-se à temperatura ambiente durante 18 horas. No 
final da incubação fez-se a leitura, a olho nú, sobre um fundo branco.   
Consideraram-se positivos os soros com reacção de aglutinação na diluição 
igual ou superior a 1:400. 
 
2.1.9. Estudos da Imunidade Celular 
2.1.9.1. Proliferação Linfocitária 
Isolamento de leucócitos mononucleados 
Procedeu-se à separação das células leucocitárias mononucleadas através de 
um gradiente de densidade utilizando um meio de separação celular (Ficoll; 
GibcoBRL), o qual possui uma densidade inferior à dos eritrócitos e granulócitos e 
superior à das células leucocitárias mononucleadas. 
Nos D0 e D180, 10 ml de sangue periférico foram diluídos a 1:2 em PBS e 
processados para isolamento de células mononucleadas leucocitárias por gradiente de 
densidade. O sangue foi colocado sobre o meio de separação de Ficoll, numa 
proporção de 15 ml sangue diluído para 10 ml de Ficoll, e centrifugado a 520 g 
durante 25 minutos à temperatura ambiente. Após centrifugação, os eritrócitos e 
células polimorfonucleares ficaram retidos no sedimento, enquanto que na interface 
entre o Ficoll e o soro ficou um anel constituído por uma população de células 
mononucleadas rica em linfócitos. Este anel foi recolhido e submetido a 3 lavagens 
com solução de HBBS, a 290 g durante 10 minutos à temperatura ambiente. Por fim, 
o sedimento foi ressuspendido em meio RPMI/FCS 10 % e o número e viabilidade 
celular foram determinados por coloração com azul de Tripan (Sigma), que confere 
cor azul às células não viáveis. A contagem das células viáveis realizou-se em 
hemacitómetro de Neubauer ao microscópio óptico, tendo sido ajustada para 2x106 
células mononucleadas/ml. 
 
Cultura in vitro de linfócitos 
Foram realizadas culturas in vitro das células mononucleadas obtidas do 
sangue. As culturas celulares foram incubadas sem estimulação, com estimulação do 
mitogénio concanavalina A (conA, Sigma) ou com estimulação pelo antigénio (Ag) 
parasitário específico. 
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Em placas de 96 poços de fundo em U (DeltaLab, Espanha), foram colocados 
150 µl das suspensões celulares por poço. Nos poços destinados às células 
estimuladas foram adicionados, por poço, 10 µg/ml de antigénio total de Leishmania, 
preparado como descrito em 2.1.2.1.) ou 5 µg/ml de uma solução de conA. Nos poços 
de células não estimuladas adicionaram-se 50 µl de meio RPMI/FCS 10 %, 
perfazendo assim um total de 200 µl em cada poço da placa. As células foram 
incubadas durante 72 horas a +37 ºC, 5 % CO2 em atmosfera húmida (Jouan/Lab 
Mechanics, USA). Cada amostra foi processada em triplicado para o estudo da 
proliferação linfocitária, para a análise da produção de citocinas por ELISA (2.1.9.2.) 
e expressão de citocinas pela técnica de RT-PCR (transcrição reversa da reacção em 
cadeia da polimerase) (2.1.9.3.). 
  
Técnica de Proliferação Linfocitária 
Neste método as células mononucleadas são colocadas em cultura na presença 
de agentes estimuladores seleccionados, como mitogénios e antigénios. Neste estudo, 
a técnica de proliferação linfocitária utilizada foi adaptada de Maluish & Strong 
(1986). 
Ao fim das 72 horas de incubação adicionaram-se 25 µl de [3H] timidina 
(Amersham Life Sciences, UK) em cada poço, numa concentração final de 12.5 
µCi/ml. Após 14 a 16 horas de incubação nas mesmas condições as células foram 
transferidas para discos de papel de filtro (Skatron, Noruega), com o auxílio de um 
colector de células (PHDTM Cell Harvester, Cambridge, Technology Inc., USA). Os 
discos foram depois recolhidos para tubos de cintilação (Packard, Holanda), aos quais 
foram adicionados 2.5 ml de líquido de cintilação (Packard). De seguida os tubos 
foram colocados ordenadamente num aparelho contador de cintilações (Beckman Ls 
6500, Packard), o qual efectua a medição da radioactividade emitida pelas células em 
divisão. Os resultados são expressos em número de cintilações por minuto (cpm), 
sendo o Índice de Estimulação (IE) determinado pela razão entre o valor médio de 
cpm dos triplicados das células estimuladas (conA ou Ag) e o valor médio das células 
não estimuladas. 
No presente estudo, tendo em conta os resultados do IE obtidos antes da 
inoculação em resposta ao antigénio (IE máximo de 1,49) considerou-se positivo um 
resultado de IE ≥ 2. 
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2.1.9.2. Produção in vitro de citocinas 
Foi analisada a produção das citocinas interferão gama (IFN-γ), interleucina 
10 (IL-10) e factor transformador de crescimento beta (TGF-β) pelos linfócitos do 
sangue (na ausência e na presença de estimulação com conA e com antigénio do 
parasita) assim como nos macrófagos infectados in vitro. A análise das citocinas foi 
efectuada nos sobrenadantes das culturas celulares, obtidos conforme descrito em 
2.2.9.1. 
O método utilizado para a quantificação das citocinas libertadas pelas células 
em cultura foi a ELISA em “sandwich”. A combinação de dois anticorpos anti-
citocina em estudo – um de captura e um de detecção - confere elevada sensibilidade 
e especificidade à técnica, possibilitando a detecção de quantidades reduzidas da 
proteína, na ordem dos picogramas (Huang, 2004). 
 
Quantificação de citocinas por ELISA  
O ensaio de ELISA em “sandwich” foi realizado em placas de 96 poços de 
fundo plano (Maxisorp; Nunc, USA), as quais foram sensibilizadas com o anticorpo 
de captura (RD Systems, USA), diluído em PBS. Após incubação durante 16 horas à 
temperatura ambiente, procedeu-se a lavagem com tampão [(PBS/Tween 20 0.05 % 
(v/v) (Sigma)] e bloqueio através da adição e incubação durante 1 hora à temperatura 
ambiente de 200 µl/poço de tampão de bloqueio [PBS/BSA 0.05 % (p/v)]. 
Após nova lavagem, foram adicionados nos respectivos poços 100 µl das 
amostras-padrão (as quais possuem concentrações conhecidas da citocina 
recombinante, diluídas a 1:2) e das amostras de concentração desconhecida. Todas as 
amostras foram testadas em duplicado, tendo sido incubadas durante 2 horas à 
temperatura ambiente. Depois de 4 lavagens, foram adicionados 100 µl/poço do 
anticorpo de detecção, marcado com biotina, específico para cada citocina (RD 
Systems). Após nova incubação de 2 horas à temperatura ambiente, procedeu-se a 4 
lavagens e à adição e incubação durante 20 minutos da enzima peroxidase marcada 
com estreptoavidina (RD System) diluída a 1:200 em tampão [(PBS/BSA 0.05 %, 
Tween 20 0.05 %) (100 µl/poço)]. Depois de 4 novas lavagens, foram adicionados 80 
µl/poço do substrato tetrametilbenzidina (TMB; Sigma) e incubou-se no escuro 
durante um período máximo de 30 minutos. A reacção foi então bloqueada com a 
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adição de 40 µl de ácido sulfúrico a 0.25 M e a absorvância lida a 450 nm em 
espectrofotómetro de microplacas (Titertek Multiskan Plus MK II). 
Os valores de absorvância obtidos com os padrões da citocina recombinante 
foram utilizados para a construção de uma curva de calibração para cada citocina, a 
partir da qual se determinaram as concentrações das amostras em estudo. 
No quadro 2.1 encontram-se resumidas as concentrações dos anticorpos de 
captura  e de detecção utilizadas para cada citocina e os limites superior e inferior de 
concentração de citocina recombinante das amostras-padrão. 
 
Quadro 2.1. Citocinas estudadas por ELISA "sandwich". 
Citocina Anticorpo de captura (µg/ml) Citocina recombinante (pg /ml) Anticorpo de detecção (ng/ml) 
IFN-γ 2 4000 a 7.8 200
IL-10 2 8000 a 15.6 100
TGF-β 1 2000 a 3.9 300
 
 
2.1.9.3. Estudo da expressão de citocinas através do RNA mensageiro, por RT-
PCR 
O método de RT-PCR é um método semiquantitativo, que permite detectar 
pequenas quantidades de citocinas expressas pelas diferentes populações celulares 
durante a resposta imunitária a uma determinada infeccção (Murphy et al., 1993). O 
ácido ribonucleico mensageiro (mRNA) extraído das células é reversamente 
transcrito para ácido desoxiribonucleico complementar (cDNA) e posteriormente 
amplificado pela técnica de PCR.  
 
 2.1.9.3.1. Extracção de RNA 
Para a extracção de RNA das amostras de baço, fígado, pele, gânglio, medula 
óssea, sangue e dos leucócitos mononucleadas foram utilizados  dois métodos rápidos 
comerciais (“High Pure RNA isolation kit” para as amostras de gânglio, medula, 
sangue e células mononucleadas, e “High Pure RNA tissue kit” para as amostras de 
baço, fígado e pele, Roche Diagnostics GmbH), de acordo com as instruções do 
fabricante. Este método possibilita a realização de uma extracção rápida de um 
número elevado de amostras, eliminando a necessidade da utilização de solventes 
orgânicos.  
Todo o material utilizado para tratamento das amostras, bem como as 
bancadas, foram submetidos a um tratamento prévio com “RNase OUT” (Gibco). 
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Após a extracção, a concentração de RNA das amostras foi determinada por 
espectrofotometria (Gene Quant II). 
As amostras foram conservadas a –80 ºC até posterior. 
 
Amostras de medula óssea e de sangue total 
As amostras de medula óssea (2.2.5.2) e sangue total (2.2.5.1.) conservadas a -
80ºC no “RNA/DNA stabilization reagent for blood/bone marrow” foram 
descongeladas no frio. Um ml do lisado celular foi transferido para as colunas de 
extracção (incluídas no teste rápido) e constituídas por um disco de fibra de vidro, 
onde fica selectivamente retido o RNA após centrifugação durante 30 segundos a 
13000 g à temperatura ambiente. Após rejeição do sobrenadante, seguiu-se um 
tratamento com 100 µl desoxiribonuclease (DNase) para a remoção completa de 
DNA contaminante durante 15 minutos à temperatura ambiente. Seguiram-se uma 
lavagem com 500 µl de tampão de tampão de lavagem I (5 M guanidina-HCl, 20 mM 
Tris-HCl, pH 6.6) e duas com o tampão de lavagem II (20 mM NaCl, 2 mM Tris-
HCl, pH 7.5), a 8000 g durante 15 segundos. Após as lavagens, fez-se uma 
centrifugação a 13000 g (velocidade máxima) durante 2 minutos, para a remoção de 
possíveis vestígios de tampão de lavagem. Por fim, o RNA foi eluído das fibras de 
vidro por adição de 100 µl de tampão de eluição (H2O ultrapura sem nucleases) e 
centrifugado a 8000 g durante 1 minuto. 
Também se procedeu à extracção de RNA a partir dos leucócitos (5 x 105) 
obtidos como descrito em 2.1.9.1. As células foram resuspendidas em 200 µl de PBS 
aos quais se adicionaram 400µl de tampão de lise. A extracção de RNA foi 
processada com descrito em 2.1.9.3.1 
 
Amostras de baço, de fígado e de pele  
Aos fragmentos de baço, de fígado e de pele (25 mg) colocados em aliquotas 
adicionou-se 400 µl de tampão de lise (4.5 M guanidina-HCl, 100 mM NaPO4, pH 
6.6). O lisado celular foi então transferido para as colunas de extracção e procedeu-se 
à extracção de RNA como descrito em 2.1.9.3.1. 
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Amostras de gânglio 
O RNA foi extraído a partir de 200 µl de aspirado ganglionar aos quais se 
adicionaram 400µl de tampão de lise. A extracção de RNA foi processada com 
descrito em 2.1.9.3.1 
 
2.1.9.3.2. Transcrição Reversa do RNA 
O RNA foi transformado por transcrição reversa em cDNA, usando 16.5 µl de 
RNA da amostra na presença de 200 U da enzima transcriptase reversa (M-MLVRT -
“Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase”; Promega, EUA) em 
tampão da reacção, a 37ºC durante 60 minutos. Tampão da reacção: 0.5 mM dNTPs 
(Promega), 10X Oligo (dT)15 (Promega), 10 mM albumina sérica bovina (BSA) 
(Roche Diagnostics GmbH) e 40 U RNAsin (Promega) em tampão 3 mM “MMVL-
RT Buffer” 5X (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2; Promega). 
As amostras foram aquecidas a +95ºC, durante 5 minutos, para a inactivação da 
enzima transcriptase reversa e arrefecidas para +4ºC. As reacções foram processadas 
num termociclador Px2 Thermal Cycler (Thermo Electron Corporation, USA).  
Em cada série de reacções, uma amostra de RNA sem adição da enzima 
transcriptase reversa foi utilizada como controlo negativo. 
 
2.1.9.3.3. Amplificação do cDNA por PCR 
Para amplificação do cDNA utilizaram-se as sequências iniciadoras para os 
genes da hipoxantina-guanina fosforiboziltransferase (HPRT), IFN-γ, interleucina 4 
(IL-4), IL-10, factor de necrose tumoral alfa (TNF-α), TGF-β e sintetase induzida do 
óxido nítrico (iNOS) (Gröne et al., 1998; 1999; Wang et al., 1998; Johnson et al., 
2004) (Quadro 2.2) e as condições de aplicação de cada gene encontram-se descritas 
no quadro 2.3.  
Preparou-se para cada amostra de cDNA a amplificar, 25 µl de uma solução 
em H2O ultrapura com 1X tampão de enzima (com 1.5µM de MgCl2), 0.25 µM de 
cada dNTP e 0.4 µM de sequências iniciadoras para os genes em estudo, 1 U de Taq 
DNA polimerase (Promega) e 2.5 µl de cDNA.  
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Quadro 2.2. Sequências inciadoras e tamanho dos produtos de amplificação para os 
genes de HPRT, iNOS, IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4 and IL-10. 
Gene Tamanho do produto (pb) "Forward" a) "Reverse" b)
HPRT 329 5’- TCAAGGGAGGCTATAAATTC -3’ 5’- GTCAGGTTTATAGCCAAC -3’
iNOS 661 5’- AGAAACAACAGGAACCTACCA -3’ 5’- CTCCAGGATGTTGTAGCGC -3’
IFN-γ 274 5’- CCAGATGTATCGGACGGTGG -3’ 5’- TTATCGCCTTGCGCTGGACC -3’
TNF-α 274 5′- CCAAGTGACAAGCCAGTAGC -3′ 5’- TCTTGATGGCAGAGAGTAGG -3’
TGF-β 393 5’- TTCCTGCTCCTCATGGCCAC -3’ 5’- GCAGGAGCGCACGATCATGT -3’   
IL-4 399 5’- ATGGGTCTCACCTCCCAACTG -3’ 5’- TCAATGCCTGTAGTATTTCTTC -
IL-10 516 5’- TACCTGGGTTGCCAAGCCCT -3’ 5’- TTCACAGAGAAGCTCAGTAAAT -3’  
b) "reverse": sequência a montante da região a estudar
a) "forward": sequência a jusante da região a estudar
pb: pares de bases
 
 
 
Quadro 2.3. Condições de amplificação para os genes  HPRT, iNOS, IFN-γ, TNF-α, 
TGF-β, IL-4 and IL-10. 
Gene Desnaturação inicial Desnaturação Ligação Alongação Número de ciclos Alongação final
HPRT 95ºC, 3 min 94ºC, 45 seg 58ºC, 45 ses 72ºC, 105 seg 38 72ºC, 8 min
iNOS 94ºC, 3 min 94ºC, 40 seg 61ºC, 60 seg 72ºC, 120 seg 35 72ºC,10 min
IFN-γ; TNF-α; TGF-β 94ºC, 1 min 94ºC, 60 seg 57ºC, 135 seg 72ºC, 1.30 min 40 72ºC, 6 min
IL-4 ; IL-10 94ºC, 1 min 94ºC, 30 seg 67ºC, 30 seg 72ºC, 45 seg 5
94ºC, 30 seg 65ºC, 30 seg 72ºC, 45 seg 5
94ºC, 30 seg 60ºC, 30 seg 72ºC, 45 seg 5
94ºC, 30 seg 55ºC, 30 seg 72ºC, 45 seg 5
94ºC, 30 seg 50ºC, 30 seg 72ºC, 45 seg 10
94ºC, 30 seg 45ºC, 30 seg 72ºC, 45 seg 10 72ºC, 5 min
 
 
Como controlo positivo da execução técnica usou-se um gene que é expresso 
constitutivamente, a um nível constante e em todos os tecidos de um organismo, o 
gene da HPRT, uma das enzimas envolvidas na cadeia de síntese de nucleótidos.  
Como controlo de amostras positivas, foram utilizadas células mononucleadas 
de sangue periférico de cães saudáveis obtidas como descrito em 2.1.9.1. e 
estimuladas con conA de modo a induzir a expressão das citocinas em estudo e da 
iNOS; 4 horas após incubação com conA, recolheram-se as células e procedeu-se à 
extracção de RNA, transcrição reversa em cDNA e amplificação pela PCR. 
Os produtos de amplificação  foram visualizados num gel de agarose a 1.5 % 
em 1X tampão tris-acetato-EDTA (TAE) (Sigma) corado com 0.5 µg/ml de brometo 
de etídio. Foi aplicado no gel um marcador molecular de 100 pb de DNA (Bio-Rad, 
Portugal). 
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2.1.9.4. Produção de óxido nítrico 
O método utilizado é adaptado de Ding et al. (1988) e baseia-se na 
quantificação de nitritos, derivados do óxido nítrico (NO), presentes no sobrenadante 
das culturas de macrófagos, através da reacção colorimétrica de Griess. 
Paralelamente, à cultura in vitro de leucócitos mononucleadas descrita em 
2.2.9.1. colocaram-se 300 µl de suspensão celular (5x106/ml) em placas de 24 poços 
(TPP, Suiça). As placas foram incubadas a 37ºC, 5% de CO2 durante seis dias de 
modo a que os monócitos, que representam 10% das células mononucleadas da 
suspensão, se diferenciassem em macrófagos. 
Dos macrófagos diferenciados, uma parte foi infectada in vitro com 
promastigotas na fase estacionária na proporção parasita:macrófago 5:1 e incubados 
com ou sem IFN-γ (100U, RD Systems, USA)  durante 24 horas a +37ºC, 5% CO2. 
Os macrófagos não infectados foram incubados nas mesmas condições. Os 
sobrenadantes foram recolhidos e conservados a -20ºC até serem utilizados.  
 
Medição de nitritos 
Foram colocados 50 µl de sobrenadante por poço, numa placa de 96 poços de 
fundo plano (DeltaLab). Paralelamente, foram depositados na placa 50 µl de várias 
concentrações (padrões) de nitrito de sódio (1.56 a 100 µM). Num outro poço foi 
colocado apenas o meio de cultura dos macrófagos, que foi utilizado como branco. 
Todas as amostras foram testadas em duplicado. Às amostras, padrões e branco foram 
adicionados 50 µl de reagente de Griess, seguindo-se uma incubação de 10 minutos à 
temperatura ambiente. A densidade óptica foi lida a 550 nm em espectrofotómetro de 
microELISA. A concentração de nitritos nas amostras foi determinada a partir da 
curva padrão construída com base nos valores de absorvância dos padrões. 
 
2.1.10. Estudos Moleculares 
2.1.10.1. Extracção de DNA 
Para a extracção de DNA das amostras de baço, fígado, pele, gânglio, medula 
óssea, sangue, da camada de células mononucleadas, conjuntiva e das formas 
promastigotas do parasita foi utilizado um método rápido comercial (PCR Template 
Peparation Kit, Roche Diagnostics GmbH), de acordo com as instruções do 
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fabricante. Após a extracção, a concentração de DNA das amostras foi determinada 
por espectrofotometria (Gene Quant II). 
As amostras foram conservadas a –80 ºC até posterior utilização nos métodos 
de PCR e qRT-PCR. 
 
Amostras de baço, de fígado e pele 
Os fragmentos de baço, de fígado e de pele (50 mg) foram macerados 
juntamente com 200 µl de tampão de lise (4 M ureia, 200 mM NaCl, 200 mM EDTA, 
pH 7.4) e 40 µl de proteinase K (20 mg/ml). Depois de uma incubação em banho 
Maria a +56 ºC durante 1 hora, adicionou-se, por amostra, 200 µl de tampão de 
ligação [6 M guanidina-HCl, 20 % Triton X-100 (v/v), pH 4.4] e voltou-se a incubar a 
+70 ºC durante 10 minutos. O tampão de ligação contém guanidina-HCL, um sal que 
promove a lise celular e a inactivação de todas as nucleases presentes na reacção; a 
proteinase K promove a lise celular e a inactivação de DNAses endógenas. De 
seguida adicionaram-se 100 µl de isopropanol (Sigma) por amostra, para precipitar o 
DNA. A amostra foi então transferida para as colunas de extracção, onde fica 
selectivamente retido o DNA após centrifugação durante 1 minuto a 8000 g. 
Seguiram-se uma lavagem com 500 µl de tampão de remoção de inibidores e duas 
lavagens com tampão de lavagem. Após as lavagens, fez-se uma centrifugação a 
13000 g durante 30 segundos, para a remoção de possíveis vestígios de tampão de 
lavagem. Por fim, o DNA foi eluído em 200 µl de tampão de eluição (10 mM Tris, 
pH 8.5), previamente aquecido a +70 ºC. 
 
Amostras de medula óssea e sangue periférico  
A extracção de DNA das células da medula óssea e do sangue foi realizada 
utilizando 4 discos do papel de filtro de 4 mm de diâmetro cada, os quais foram a 
incubar em 200 µl de tampão de lise e com 40 µl de proteinase K durante 1 hora no 
banho-Maria a +56 ºC. A extracção de DNA foi processada de acordo com o referido 
no ponto 2.1.10.1. 
 
 
 
 
Caracterização de uma infecção experimental por Leishmania infantum no cão 
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
96 
Amostras da camada de células mononucleadas, gânglio linfático e conjuntiva 
A extracção de DNA das células do “buffy coat”, do aspirado de gânglio e da 
conjuntiva, foi executada de modo semelhante ao referido no ponto 2.1.10.1., mas 
sem a incubação com tampão de lise. Assim, a 200 µl da suspensão celular 
adicionaram-se 200 µl de tampão de ligação e 40 µl de proteinase K. Após incubação 
a +72 ºC durante 10 minutos adicionou-se 100 µl de isopropanol, homogeneizou-se e 
transferiu-se a amostra para a coluna de extracção. Centrifugou-se de seguida a 12000 
g durante 1 minuto. A partir deste passo o procedimento foi igual ao referido para a 
extracção de DNA descrita anteriormente com a excepção do DNA ter sido eluído em 
apenas 100 µl de tampão. 
Todas as amostras foram conservadas a –20 ºC até à sua utilização. 
 
Curvas-padrão 
A técnica molecular utilizada para a determinação do número de parasitas 
presentes nas amostras requer a elaboração de uma curva-padrão, obtida a partir de 
diluições sucessivas de uma suspensão com um número conhecido de parasitas. Para 
este objectivo foi utilizada uma cultura de massa de promastigotas de L. infantum. A 
concentração de parasitas na cultura foi determinada pelo valor médio de 10 
contagens realizadas em hemacitómetro ao microscópio óptico. As culturas foram 
então diluídas de 1:10, entre 1 e 1x106 parasitas, para o qRT-PCR. De seguida 
procedeu-se à extracção do DNA dos parasitas de cada uma das diluições, utilizando 
o método referido no ponto anterior (2.1.10.1.). 
O DNA de cada diluição foi dividido em alíquotas e conservado a –20 ºC até 
posterior utilização. 
 
2.1.10.2. Oligonucleótidos 
Todas as sequências iniciadoras e sondas específicas utilizadas neste estudo 
são as descritas por Rolão et al. (2004a). As sequências foram desenhadas a partir de 
uma sequência de DNA cinetoplastideal presente nos minicírculos de uma estirpe de 
L. infantum (Genebank A/N AF169140). A sequência do minicírculo apresenta cerca 
de 10000 cópias por parasita, facilitando assim a sua detecção por PCR. 
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2.1.10.3. Reacção de PCR 
Na reacção de PCR foram utilizados as sequências iniciadoras  MC: MC1 (5’-
GTTAGCCGATGGTGGTCTTG-3’) e MC2 (5’CACCCATTTTTCCGATTTTG-3’) 
Cortes et al. (2004) a partir da sequência de DNA referida em 1.9.2. e usando o 
programa “Primer 3 (Whitehead)” (The Rockefeller University, USA). A utilização 
destas sequências iniciadoras resulta num produto de amplificação de PCR de 447 pb. 
Preparou-se, para cada amostra (5 µl de DNA), 45 µl de uma mistura de 
reacção constituída por 16 mM (NH4)2SO4, 67 mM Tris-HCl (pH 8.8), 0.2 mM 
dNTP’s, 1.5 mM MgCl2, 1 µM de cada sequência iniciadora  (MC1 e MC2) e 1 U de 
Taq DNA polymerase. As condições óptimas para as amplificações por PCR foram as 
seguintes: desnaturação de 2 minutos a +94 oC e 30 ciclos de 20 segundos a +94 ºC 
(desnaturação), 20 segundos a +60 oC (ligação) e 30 segundos a +72 oC (elongação); 
no fim dos ciclos, uma elongação final de 5 minutos a +72 ºC. Os produtos de 
amplificação, constituídos por 447 pb, foram visualizados num gel de agarose a 1.5 % 
em 1X tampão TAE corado com 0.5 µg/ml de brometo de etídio. Foi aplicado no gel 
um marcador de massa molecular de 100 pb de DNA. 
Como controlo positivo da execução técnica usou-se o gene constitutivo da β-
actina, uma das proteínas que constituem o citoesqueleto. Preparou-se, para cada 
amostra (2 µl de DNA), 18 µl de uma mistura de reacção constituída por 16 mM 
(NH4)2SO4, 67 mM Tris-HCl (pH 8.8), 0.2 mM dNTP’s, 1.5 mM MgCl2, 1 µM de 
cada sequência iniciadora (“forward”: 5’-
TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3’ e “reverse” 5’-
CTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGGG-3’)  e 1 U de Taq DNA 
polymerase. As condições óptimas para as amplificações por PCR foram as seguintes: 
5 minutos a +94 oC e 40 ciclos de 30 segundos a +94 ºC, 30 segundos a +64 oC e 30 
segundos a +72 oC; no fim dos ciclos, uma elongação final de 7 minutos a +72 ºC.  
Os produtos de amplificação, constituídos por 283 pb, foram visualizados num 
gel de agarose a 1.5 % como descrito anteriormente. 
Em todas as amplificações utilizou-se como controlo positivo 1 µL de DNA 
genómico de L. infantum e como controlo negativo água ultrapura em substituição do 
DNA.  
A preparação das reacções de PCR foi realizada numa área independente, de 
forma a obviar possíveis contaminações. 
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2.1.10.4. Reacção de qRT-PCR 
No qRT-PCR, a utilização de compostos fluorescentes ligados a sondas de 
DNA que se vão ligando às cadeias duplas de DNA formadas durante a amplificação, 
permite a quantificação do produto de PCR durante a fase exponencial da reacção e, 
assim, a monitorização em tempo real da reacção de amplificação.  
A aplicação de sondas TaqMan nos sistemas de qRT-PCR permite a 
quantificação dos produtos de PCR devido à actividade nuclease da Taq DNA 
polimerase na extremidade 5’ da sonda (Heid et al., 1996). Esta particularidade 
permite a fragmentação da sonda hibridada e libertação do composto fluorescente (6-
FAM). O uso de curvas-padrão permite a quantificação dos parasitas nas amostras. 
As amostras de DNA foram analisadas usando os oligonucleótidos (Applied 
Biosystems) 5’-GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3’ (“primer forward”), 5’-
GCTATATCATATGTCCAAGCACTTACCT-3’ (“primer reverse”) e a sonda 
TaqMan (5’-ACCACCTAAGGTCAACCC-3’), resultando um produto de 
amplificação de 90 pb. 
As reacções de PCR foram processadas no sistema ABI PRISM 5700 System 
(Perkin-Elmer, Applied Biosystems). 2µl de amostra de DNA foram adicionados a 18 
µl de uma mistura de reacção constituída por 10 µl de 2x TaqMan Universal PCR 
Master Mix, No AmpErase UNG (Applied Biosystems), 0.5 µl da mistura de 
sequências iniciadoras  e sonda TaqMan MGB (FAMTM dye-labeled, Applied 
Biosystems) e 7.5 µl de água ultrapura.  
Todas as amostras foram testadas em duplicado.  
 
2.1.10.5. Determinação da Carga Parasitária 
Os valores obtidos por qRT-PCR foram “normalizados” em relação à 
concentração de DNA das amostras. A adopção desta metodologia teve por objectivo 
corrigir possíveis variações durante a pesagem das amostras ou no processo de 
extracção de DNA, bem como permitir a comparação de resultados de carga 
parasitária entre amostras de tecidos de estrutura sólida (baço, fígado, gânglio e pele), 
em que são utilizadas unidades de massa e de tecidos no estado líquido (medula óssea 
e o sangue periférico), em que são utilizadas unidades de volume. 
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O número de parasitas presentes nos 2 µl de DNA utilizados na PCR foram 
relacionados com a concentração de DNA da respectiva amostra, de modo a 
apresentar os valores de carga parasitária (CP) em número de parasitas por µg de 
DNA. 
 
 
 
CP =  carga parasitária; 
N =  número de parasitas obtido pela técnica de qRT-PCR; 
P =  quantidade de solução de DNA utilizada na técnica (2 µl) e o volume total 
de DNA eluído na extracção (100-200 µl). 
 
2.1.11. Análise Histopatológica 
Na leishmaniose visceral, com progressão da infecção, verifica-se o 
aparecimento de alterações histopatológicas em vários órgãos, pelo que durante a 
necrópsia foram recolhidos fragmentos de baço, fígado, pele da região do focinho, 
gânglio mesentérico e globo ocular com estruturas adjacentes. 
A análise histopatológica foi efectuada pela Professora Mª da Conceição 
Peleteiro, do Departamento de Sanidade Animal, Faculdade de Medicina Veterinária 
Universidade Técnica de Lisboa.  
Os fragmentos dos diferentes tecidos foram conservados em formol a 10% até 
ao seu processamento. Este foi executado de acordo com a rotina do laboratório de 
Anatomia Patológica, seguindo os procedimentos habituais com inclusão em parafina 
e coloração pela hematoxilina-eosina.  
 
2.1.12. Análise Estatística 
A análise estatística foi efectuada no programa SPSS 16.0 (SPSS Inc., USA). 
O teste não paramétrico de Friedman foi utilizado para comparar os parâmetros 
hematológicos ao longo da infecção e a carga parasitária entre os diferentes órgãos no 
fim do período de observação. Quando a hipótese nula foi rejeitada, múltiplas 
comparações de Friedman foram realizadas para determinar qual o tipo de 
macrófagos, utilizando um nível de significância de 5% (Mello, 1997). O teste não 
paramétrico de Cochran foi utilizado para comparar as diferentes técnicas serológicas 
CP =    N  
 P 
Caracterização de uma infecção experimental por Leishmania infantum no cão 
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
100 
e os diferentes exames parasitológicos ao longo da infecção e para comparar a 
expressão de citocinas pelos diferentes órgãos no fim do período de observação. 
Quando a hipótese nula foi rejeitada, múltiplas comparações de Friedman foram 
realizadas para determinar qual a técnica serológica que foi estatísticamente diferente, 
utilizando um nível de significância de 5% (Sheskin, 2000). 
O teste de “Wilcoxon” foi também realizado para comparar a proliferação 
linfocitária assim como a produção de citocinas pelas células mononucleadas 
leucocitárias do sangue, na ausência e na presença de estimulação com mitogénio e 
com antigénio do parasita assim como nos macrófagos infectados in vitro ou não 
infectados.  
O teste de Spearman foi utilizado para determinar o coeficiente de correlação 
entre a carga parasitária dos diferentes tecidos. 
 
 
 
2.2. Resultados 
Os resultados desta experiência foram apresentados no workshop “Training 
course on GIS and environmental control” incluido no projecto Europeu “Monitoring 
risk factors of spreading of leishmaniasis around the Mediterranean basin” (Tunes, 
Setembro 2007) e no colóquio realizado pela Faculty of Science, da Charles 
University (Praga, Abril 2008).  
 
2.2.1. Observação Clínica 
2.2.1.1. Exame Físico/Clínico 
Todos os animais se mantiveram vivos durante o período de observação.  
Observou-se, durante o exame mensal, e ao longo dos seis meses após a 
inoculação de Leishmania, o aumento do volume dos gânglios poplíteos e pré-
escapulares num animal, de modo constante e em sete de maneira transitória. Para 
além da linfoadenomegalia, a única manifestação clínica observada foi alopécia 
transitória, localizada na região dorsal do corpo, em dois dos cães. Quatro dos cães 
mantiveram-se sem nenhum sinal clínico durante todo o período de observação.  
A única alteração anatomo-patológica macroscópica registada na necrópsia foi 
o aumento do volume no baço em todos os animais. 
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2.2.1.2. Exame Oftalmológico 
No exame oftalmológico realizado dois dias antes do fim do período de 
observação, seis cães apresentavam uma pressão intraocular (13 e 14 mmHg) inferior 
à de referência e em nove a produção lacrimal encontrava-se diminuida (10-17 
mm/min) (Quadro 2.4). 
 
Quadro 2.4. Exame oftalmológico realizado nos 12 cães no D178. 
OD OE OD OE
1 12 10 13 17
2 25 21 16 17
3 17 15 17 17
4 23 21 15 17
5 15 15 14 17
6 15 15 14 16
7 15 17 14 14
8 17 17 14 15
9 17 15 17 15
10 22 20 14 24
11 17 20 19 19
12 17 20 15 18
Cão
Schirmer PIO Análise 
Histopatológica
C. Linfoplasmocitária
C. Linfoplasmocitária 
(PCR conjuntiva +)
C. Folicular
C. Linfoplasmocitária
s.a.
s.a.
OD: Olho direito; OE: Olho esquerdo; PIO: Pressão intraocular; C. Conjuntivite
PCR: Reacção em cadeia da polimerase 
s.a. Sem alterações
C. Folicular
C. Folicular
C. Linfoplasmocitária
s.a.
C. Folicular
C. Folicular
 
O exame das estruturas oculares detectou dois cães com conjuntivite e um 
com epífora ligeira. Um quarto animal apresentava quemose palpebral inferior 
bilateral assim como hiperémia conjuntival em ambos os olhos (Figura 2.1). 
 
Figura 2.1. Quemose palpebral e hiperémia conjuntival inferior observada num cão 
no final do período de observação. 
C. Maia
 
Caracterização de uma infecção experimental por Leishmania infantum no cão 
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
102 
 
2.2.1.3. Parâmetros Hematológicos e Proteinograma  
Nos dias D90 e D180 a média dos valores dos leucócitos, eritrócitos e 
plaquetas sofreram uma diminuição significativa (p<0.001) em relação aos valores de 
referência (D0) (Figura 2.2). Nove dos cães revelaram leucopenia e oito 
trombocitopenia. Cinco dos animais apresentavam anemia com diminuição do 
hematócrito e da concentração de hemoglobina em relação aos valores de referência 
(p<0.001). 
 
Figura 2.2. Média dos valores de plaquetas (a.), leucócitos (b.) e eritrócitos (c.) dos 
12 cães ao longo do período experimental. 
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Apesar de três meses após infecção apenas um dos animais apresentar 
inversão no rácio albumina/globulina, esta alteração na concentração sérica das 
proteínas foi detectada em todos os cães no D180 (p<0.001) (Figura 2.3). A inversão 
no rácio deveu-se ao aumento da fracção das γ globulinas. 
 
Figura 2.3. Evolução do rácio albumina/globulina nos 12 animais ao longo do 
período experimental. 
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2.2.2. Estudos Parasitológicos 
2.2.2.1. Exame Directo  
Na necrópsia (D180) pela observação microscópica dos decalques do baço, ou 
fígado ou gânglio linfático, detectou-se a presença das formas amastigotas de 
Leishmania em oito cães. O parasita foi observado em cinco (41.6%) animais nas 
preparações de tecido esplénico, em quatro (33,3%) de tecido hepático e em três 
(25,0%) de aspirado ganglionar. A detecção dos amastigotas nos decalques dos três 
órgãos não apresentaram diferenças significativas (p=0.903). 
Os resultados do exame directo das amostras obtidas de cada animal do D180 
encontram-se descritos no quadro 2.5. 
 
2.2.2.2. Exame Cultural 
O exame cultural do sangue periférico e do aspirado de medula óssea  
efectuado nos D0 e D90 foi negativo.  
No D180, nas culturas em meio NNN observaram-se formas promastigotas de 
Leishmania em dez dos cães (Quadro 2.5). Os parasitas foram isolados em oito 
(72,72%) das amostras de tecido esplénico, em cinco (41,6%) de tecido hepático, em 
três (25,0%) de aspirado ganglionar, em duas (16,6%) de aspirado medular e em uma 
(8,33%) de pele lesionada. Não se isolaram parasitas no sangue periférico nem da 
pele sã.  
O número de culturas positivas a partir do tecido esplénico foi superior ao 
número de culturas de medula, de pele e do gânglio (Q(5) = 18,099, p<0.001 em 
relação ao sangue, medula e pele; p<0.05 em relação ao gânglio).  
Nos três animais em que se isolou o parasita por cultura do aspirado 
ganglionar, também se identificaram as formas amastigotas por observação 
microscópia dos respectivos decalques. Dois dos animais apresentavam 
linfoadenomegalia. 
Durante todo o estudo apenas uma cultura foi contaminada por bactérias. A 
amostra, de macerado esplénico, pertencia a um cão considerado infectado pois a 
observação microscópica do decalque permitiu a detecção de formas amastigotas.  
Num dos cães, através do exame cultural e/ou directo no D180, não foram 
observadas formas parasitárias nos diferentes tecidos e órgãos. As culturas de medula 
e sangue periférico deste animal também foram negativas nos D0 e D90. 
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Quadro 2.5. Resultados do exame cultural e do exame directo aplicados em 
diferentes tecidos e órgãos no D180.  
 
Sangue Fígado Medula Baço Pele Gânglio Fígado Baço Gânglio
1 Neg Neg Neg Cont Neg Neg Neg Pos Neg
2 Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg
3 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
4 Neg Pos Neg Pos Neg Neg Pos Pos Neg
5 Neg Pos Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg
6 Neg Pos Pos Neg Neg Neg Pos Pos Neg
7 Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg
8 Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg Pos Pos
9 Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg
10 Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Neg Pos
11 Neg Neg Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg
12 Neg Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
Cont. Amostra contaminada
Culturas Decalques
Cão
Pos. Amostra onde se detectou parasitas
Neg. Amostra onde não se detectou parasitas
 
 
2.2.3. Estudos de Imunidade 
2.2.3.1. Imunidade Humoral 
As técnicas utilizadas para a determinação de anticorpos anti-Leishmania 
foram: IFI, CIE, DAT, ELISA e testes imunocromatográficos rápidos: rK39 e 
“Lateral-flow test for the diagnosis of dog visceral leishmaniosis” (Figura 2.4). 
 
Figura 2.4. Detecção de anticorpos anti-Leishmania por DAT, rK39, CIE, IFI, teste 
imunocromatográfico protótipo e ELISA, ao longo do período experimental. 
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Todos os animais produziram anticorpos anti-Leishmania durante o período de 
observação após a inoculação (Quadro 2.6). 
No D0, a CIE foi positiva nos soros de três animais; um deles também o foi 
por ELISA, não só neste dia mas ao longo de todo o período de experimentação.  
No D30 os soros de cinco cães apresentaram títulos significativos na técnica 
de ELISA e um na DAT. O teste rK39 e a CIE detectaram animais com anticorpos 
específicos a partir do D60 enquanto que o teste imunocromatográfico e a IFI a partir 
do D90. Todos os cães apresentaram anticorpos específicos, pelo menos através de 
uma técnica, a partir do terceiro mês após infecção. No D120 a técnica de ELISA foi 
a única positiva em todos os animais apresentando diferenças significativas em 
relação à DAT, CIE e IFI (p<0.05); o rK39 e o teste imunocromatográfico também 
apresentaram diferenças em relação à técnica de imunofluorescência (p<0.05). Todas 
as técnicas apresentaram resultados positivos a partir do D150.  
O primeiro animal a apresentar um valor elevado de anticorpos fluorescentes 
(1/2048) foi o cão que apresentou adenopatia poplítea persistente desde o primeiro 
mês após infecção. O pico de anticorpos detectado pela técnica de IFI foi no 5º mês 
para três dos cães (1/256 em dois animais e 1/2048 em um) enquanto que em oito 
animais só ocorreu no mês seguinte. 
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Quadro 2.6. Resultados das diferentes técnicas serológicas nos 12 animais entre os dias D0 e D180.  
 
D R C I Pt E D R C I Pt E D R C I Pt E D R C I Pt E D R C I Pt E D R C I Pt E D R C I Pt E
1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
3 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
6 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
7 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
8 Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
9 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Pos Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
10 Neg Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
11 Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
12 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
D180
Cão
D0 D30 D60
Neg. Amostra onde não se detectou valores significativos de anticorpos anti-Leishmania
Pos. Amostra onde se  detectou valores significativos de anticorpos anti-Leishmania
D90 D120 D150
I: Imunofluorescência indirecta
Pt: Protótipo de teste imunocromatográfico
E: ELISA
D: Teste de aglutinação directa
R: Teste rápido rK39
C: Contraimunoelectroforese
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2.2.3.2. Imunidade Celular 
2.2.3.2.1. Proliferação Linfocitária 
A resposta celular dos cães à infecção por Leishmania foi avaliada através da 
capacidade dos linfócitos do sangue periférico proliferarem em presença do antigénio 
parasitário. A resposta proliferativa das células ao mitogénio (conA) foi positiva. 
Verificou-se que no D180 as células de nove cães responderam à estimulação 
com o antigénio de Leishmania (IE 2-3.8) (Figura 2.5). 
 
Figura 2.5. Resposta proliferativa ao antigénio parasitário dos linfócitos extraídos do 
sangue periférico dos cães, nos D0 e D180.  
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No D0 não foi possível obter células do cão nº3 para a realização desta técnica. 
 
2.2.3.2.2. Quantificação de citocinas produzidas por linfócitos e macrófagos 
No D180 a produção das citocinas IFN-γ, IL-10 e TGF-β pelos linfócitos do 
sangue periférico (estimulados com mitogénio, antigénio ou sem estimulação) 
encontrava-se diminuída em relação aos valores de referência (D0) (p<0.05) (Figura 
2.6). A única excepção foram as células estimuladas com conA do D180, que 
produziram  mais IL-10 do que no D0 (p=0.012). 
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Figura 2.6. Produção média das citocinas IFN-γ, IL-10 e TGF-β pelos linfócitos do 
sangue periférico dos 12 cães, na ausência de estímulo, após estimulação com 
mitogénio (conA) ou com antigénio de Leishmania (Ag), nos D0 e D180. 
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Nos macrófagos dos dias Do e D180 infectados in vitro por L. infantum, não 
houve produção de IFN-γ. A IL-10 só foi detectada antes da inoculação dos cães 
enquanto que a TGF-β teve a sua produção máxima nos macrófagos do D180 
(p<0.05).  
 
2.2.3.2.3. Expressão de citocinas nos diferentes tecidos infectados 
No fim do período experimental a expressão de IL-4 não foi detectada em 
nenhum dos tecidos enquanto IL-10 e TGF-β foram as citocinas com maior 
expressão, a primeira nos aspirados de medula óssea e de gânglio e a segunda na 
medula e sangue periférico (Figura 2.7). O TNF-α foi detectado nos aspirados de 
medula e de gânglio e no sangue periférico enquanto que o IFN-γ foi no fígado, baço 
e medula. A iNOS foi expressa em nove dos doze aspirados medulares e expressa em 
menor percentagem pelos esplenócitos, hepatócitos e células ganglionares. Não foi 
detectada expressão de citocinas em nenhuma das doze amostras de pele.  
A não detecção de IL-4 em nenhum dos órgãos assim com a ausência de 
expressão na pele não se deveu a problemas técnicos pois a amostra utilizada como 
controlo de expressão de IL-4 assim como o gene constitutivo HRPT, foram positivos 
nas reacções de PCR. 
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A expressão de IL-10 e iNOS pelos esplenócitos foi estatísticamente diferente 
da expressão de TNF-α e IL-4 (Q(5) = 11,664, p<0.05), enquanto que a percentagem 
de expressão de IL-10 pelas células do gânglio foi significativamente (Q(5) = 28,007), 
superior à de IFN-γ e IL-4 (ambas p<0.001) e à de iNOS e TGF-β (ambas p<0.05) . 
A expressão de TNF-α neste órgão também foi superior à de IFN-γ  e IL-4 (p<0.001). 
A expressão de TNF-α, iNOS, TGF-β, e IL-10 pela medula foi significativamente 
maior que a de IL-4 (Q(5) = 33,471, p<0.001). Com excepção da TNF-α, a expressão 
das restantes citocinas também foi superior à do IFN-γ (p<0.05 para TGF-β e iNOS, 
p<0.01 para IL-10). Nas células do sangue periférico, a detecção de TGF-β e TNF-α 
foi superior à de todas as outras (Q(5) = 47, 405, p<0.001). Não houve diferenças 
estatisticamente significativas na expressão de citocinas pelas células hepáticas (Q(5) 
= 5,370, p=0.528). 
 
Figura 2.7. Percentagem de expressão de IFN-γ, TGF-β, TNF-α, IL-10 e iNOs pelo 
gânglio (a.), baço (b.), sangue periférico (c.), medula óssea (d.) e fígado (e.) nos doze 
cães, no fim do período de observação.  
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A expressão de cada citocina e iNOS obtidas através da técnica de RT-PCR 
em cada órgão/tecido de cada um dos doze animais  no fim do período de observação 
encontram-se descritas no quadro 2. 7.  
 
e. 
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Quadro 2.7. Resultados da técnica RT-PCR relativamente à expressão das citocinas IFN-γ, TGF-β, TNF-α, IL-10 e da iNOs nos diferentes tecidos e órgãos no 
D180. 
 
INF-γ TGF-β TNF-α IL-4 IL-10 iNOS INF-γ TGF-β TNF-α IL-4 IL-10 iNOS INF-γ TGF-β TNF-α IL-4 IL-10 iNOS INF-γ TGF-β TNF-α IL-4 IL-10 iNOS INF-γ TGF-β TNF-α IL-4 IL-10 iNOS
1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Pos Pos Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg
2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg
3 Neg Neg Neg Neg Neg Neg n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. Neg Pos Pos Neg Pos Pos Neg Pos Pos Neg Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Pos Pos Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg
5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Pos Pos
6 n..e. n..e. n..e. n..e. n..e. n..e. Neg Neg Neg Neg Neg Neg n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Pos Pos
7 n..e. n..e. n..e. n..e. n..e. n..e. Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Pos Pos
8 Pos Pos Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Pos Pos
9 Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Pos Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Pos Pos
10 Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg Pos Pos Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Pos
11 n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Pos Neg Neg Pos Pos
12 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg Neg Pos Pos Neg Pos Pos Neg Pos Pos Neg Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
Medula
n.e. Não efectuado por não haver expressão do gene constitutivo
Neg: Amostra onde não se detectou expressão da citocina ou iNOS
Pos: Amostra onde se  detectou expressão da citocina ou iNOS
Cão
Baço Fígado Gânglio Sangue
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2.2.3.2.4. Produção de Óxido Nítrico 
Nos D0 e D180 não se detectou produção de óxido nítrico nos sobrenadantes 
das culturas de macrófagos isolados do sangue periférico dos cães, não infectados e 
infectados com promastigotas estimulados ou não com IFN-γ.  
 
2.2.4. Análise Molecular: PCR e qRT-PCR 
Antes da inoculação não foi detectado DNA do parasita nas amostras 
analisadas. 
Três meses após infecção, apesar da técnica de PCR e do exame cultural 
serem negativos nas amostras de sangue periférico e de medula óssea de todos os 
animais, foi amplificado DNA parasitário por qRT-PCR em 2 amostras de aspirado 
medular de dois animais (Quadro 2.8). 
Através da técnica de PCR detectou-se no D180 DNA de Leishmania no baço, 
fígado e pele de todos os animais; em onze dos cães também a reacção de PCR foi 
positiva nos aspirados medulares e ganglionares assim como no “buffy coat”; a 
técnica só foi positiva em uma amostra de células da conjuntiva. Não se detectou 
DNA parasitário no sangue periférico total. 
No D180 os resultados da qRT-PCR foram semelhantes aos obtidos pela 
técnica de PCR, isto é, esta técnica detectou parasitas em todos as amostras 
esplénicas, hepáticas, ganglionares, medulares e de pele. Detectou ainda a presença 
de DNA de Leishmania no sangue periférico total de três dos 12 cães. Apenas uma 
amostra de “buffy coat” foi negativa e apenas uma de células conjuntivais foi 
positiva. Não houve correlação entre as cargas parasitárias dos diferentes órgãos 
(p>0.175). 
O baço foi o órgão mais parasitado (1909 a 4x105 leishmanias/µg de DNA). A 
única cultura de pele positiva pertencia ao cão que apresentou a maior CP neste tecido 
(48489 leishmanias/µg de DNA). 
 Os resultados das técnicas PCR e qRT-PCR foram significativamente 
inferiores no sangue periférico e nas células conjuntivais ( PCR: Q(7) = 69,432, 
p<0.001; qRT-PCR: Q(7) = 65,205, p<0.001) do que os resultados obtidos nos outros 
tecidos/órgãos analisados.  
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Quadro 2.8. Análise do parasitismo nos diferentes tecidos e órgãos no fim do período 
experimental.  
Sangue Fígado Medula Baço Pele Gânglio "B. coat" Conjuntiva
1 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
2 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
3 Neg Pos Pos Pos Pos Neg Pos Neg
4 Neg Pos Neg Pos Pos Pos Pos Neg
5 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
6 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
7 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
8 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
9 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
10 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Neg Neg
11 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
12 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
Sangue Fígado Medula Baço Pele Gânglio "B. coat" Conjuntiva
1 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
2 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos
3 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
4 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
5 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
6 Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
7 Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
8 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
9 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
10 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Neg Neg
11 Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
12 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg
Cão
PCR
qRT-PCR: Reacção em cadeia da polimerase em tempo real
"B. coat". Buffy coat
PCR: Reacção em cadeia da polimerase
Neg. Amostra onde não se detectou/quantificou DNA do parasita
Pos. Amostra onde se detectou/quantificou DNA do parasita
Cão
qRT-PCR
 
Os exames parasitológicos directo e cultural do fígado, baço e gânglio assim 
com as culturas de pele, de sangue e de medula, detectaram o parasita num número 
significativamente inferior de amostras em relação às técnicas moleculares (fígado: 
Q(3) = 20,636, p<0.001; baço: Q(3) = 14,143, p<0.001; gânglio: Q(3) = 24,943, 
p<0.001;  pele: Q(2) = 22, p<0.001; medula: Q(2) = 18,2, p<0.001).  
No quadro 2.9. estão resumidos os resultados obtidos no D180 pelas diferentes 
técnicas aplicadas ao diagnóstico de leishmaniose canina nos doze cães do estudo. 
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Quadro 2.9. Resultados dos exames parasitológicos, moleculares e da proliferação linfocitária obtidos nos doze cães no D180. 
 
PL -Ag
Sangue Fígado Medula Baço Pele Gânglio Fígado Baço Gânglio Sangue Fígado Medula Baço Pele Gânglio "B. coat" Conjuntiva Sangue Fígado Medula Baço Pele Gânglio "B. coat" Conjuntiva I.E.
1 Neg Neg Neg Cont Neg Neg Neg Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 2,0
2 Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos 2,2
3 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Neg Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 2,9
4 Neg Pos Neg Pos Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg Pos Pos Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 2,5
5 Neg Pos Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 3,8
6 Neg Pos Pos Neg Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 1,7
7 Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 2,2
8 Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg Pos Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 3,3
9 Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 2,2
10 Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Neg Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Neg Neg 2,3
11 Neg Neg Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 1,1
12 Neg Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 1,6
Neg: Amostra onde não se detectou valores significativos de anticorpos anti-Leishmania ou onde não se detectou/isolou/quantificou parasitas
Pos: Amostra onde se  detectou valores significativos de anticorpos anti-Leishmania  ou  onde não se detectou/isolou/quantificou parasitas
Cont: Amostra contaminada
PCR: Reacção em cadeia da polimerase
qRT-PCR: Reacção em cadeia da polimerase em tempo real
"B. coat": Buffy coat
PL-Ag: Proliferação linfocitária com estimulação das células mononucleares com antigénio de Leishmania
Cão
PCR qRT-PCRCulturas Decalques
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2.2.5. Análise Histopatológica 
O exame histopatológico não detectou alterações significativas nos olhos dos 
animais em estudo. Todos os olhos apresentavam congestão discreta a moderada dos 
vasos coroidais, provavelmente decorrente do processo de eutanásia.  
A terceira pálpebra foi a estrutura ocular anexa mais afectada.  Nove dos doze 
cães apresentavam infiltração de células inflamatórias, linfócitos e plasmócitos, com 
localização subepitelial na face bulbar. Em cinco destes animais, devido à gravidade 
das lesões, houve formação de folículos linfóides (conjuntivite folicular).  
A principal alteração observada nas pálpebras foi a infiltração perifolicular 
por células mononucleadas com invasão e destruição ocasional das glândulas 
sebáceas (adenite sebácea). A atrofia discreta das glândulas de Meibom foi observada 
em apenas um cão. A dispersão dos ácinos destas glândulas foi registada em dois 
outros animais.  
Somente em três animais se detectaram alterações cutâneas com presença de 
infiltração perifolicular discreta por celulas mononucleadas afectando, 
ocasionalmente, as glândulas sebáceas (adenite sebácea). 
A análise histopatológica do fígado permitiu concluir que os doze cães 
apresentavam hepatite intersticial granulomatosa difusa, caracterizada por uma 
acentuada infiltração periportal rica em plasmócitos (frequentes células de Mott), 
macrófagos e linfócitos, por vezes acompanhada de distensão moderada dos vasos 
linfáticos, e por um elevado número de pequenos granulomas intralobulares ricos em 
células macrofágicas e linfoblastos (Figura 2.8). A vacuolização moderada e 
generalizada dos hepatócitos foi detectada em cinco animais. 
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Figura 2.8. Infiltração periportal de células inflamatórias e pequenos granulomas no 
fígado (H&E, 40x). 
 
 
 
Onze dos animais apresentavam esplenite granulomatosa difusa (Figura 2.9). 
Os granulomas, maiores que os do fígado, preenchiam significativamente a polpa 
vermelha. A única alteração presente no baço do animal sem granulomas, foi a 
hemorragia difusa da polpa vermelha. Três outros animais também apresentavam esta 
alteração. Na maioria dos animais observou-se ainda a presença de pigmento 
hemático e de megacarioblastos, indicando hematopoiese extramedular.  
 
Figura 2.9. Granulomas dispersos pela polpa vermelha do baço (a. H&E, 40x; b. 
H&E,  100x). 
 
 
 
a. 
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Em seis animais observou-se hiperplasia linfóide moderada da cortical e a 
presença de edema na zona medular no gânglio mesentêrico. 
Não foi detectada a presença de formas amastigotas de Leishmania em 
nenhum dos órgãos analisados. 
 
 
2.3. Discussão 
A caracterização da evolução da infecção por L. infantum no principal 
hospedeiro e reservatório da leishmaniose na Bacia Mediterrânica é de grande 
relevância devido ao cão ser o principal alvo para a aplicação de compostos 
imunoterapêuticos e/ou imunoprofiláticos, pois a interrupção do ciclo biológico do 
parasita contribuirá para o controlo da leishmaniose visceral humana em áreas 
endémicas de leishmaniose zoonótica (Hommel et al., 1995; Moreno & Alvar, 2002). 
Em áreas endémicas apenas uma pequena percentagem da população canina 
exposta à infecção apresenta manifestações clínicas de doença (Baneth et al., 2008).  
Num estudo realizado em Espanha, apenas 13% dos 100 cães rastreados 
apresentavam sintomatologia compatível com a infecção embora tenha sido possível 
em 63% dos animais amplificar DNA parasitário a partir de amostras de medula, de 
conjuntiva e/ou de pele (Solano-Gallego et al., 2001b). Esta ausência de 
sintomatologia pode representar a fase pré-patente da infecção ou a existência de um 
equilíbrio entre o parasita e o hospedeiro (Campino, 1998). Contudo, este equilíbrio 
pode ser perturbado, sendo provável que, tal como acontece nos humanos, a 
diminuição da resistência imunitária dos cães (provocadas por deficiências 
b. 
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alimentares, doenças concomitantes, idade avançada, gravidez, lactação), altere a 
relação estabelecida entre o hospedeiro e o parasita e desencadeie a doença (Pozio et 
al., 1981).  
Apesar de todos os animais deste estudo terem ficado infectados (confirmado 
pela detecção de DNA parasitário nos vários tecidos e órgãos recolhidos na 
necrópsia), os únicos sinais clínicos observados foram linfoadenomegalia e alopécia. 
Quatro dos cães mantiveram-se todo o tempo assintomáticos, um apresentou 
adenomegalia persistente e os outros sete exibiram sinais transitórios ao longo do 
período de observação. O aparecimento da fase sintomática em curto intervalo de 
tempo pode resultar do inóculo ser constituído por amastigotas, considerado mais 
virulento que o inóculo de formas promastigotas de cultura (Abranches et al., 1991; 
Campino et al., 2000b; Capela, 2002).   
As manifestações oculares observadas em nove dos doze cães (75.0%) 
utilizados neste estudo encontram-se entre as prevalências de 16 e 80.5% obtidas por 
outros autores (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Naranjo et al., 2005; 
Peña et al., 2008). A alteração mais frequente foi a diminuição da secreção lacrimal, 
avaliada através do teste de Schirmer. No exame histopatológico, a terceira pálpebra 
de oito dos nove cães apresentava infiltração de células inflamatórias com localização 
subepitelial na face bulbar corroborando as alterações observadas por Roze (1986) e 
Naranjo et al. (2005). Estes autores verificaram que a deficiência na produção de 
lágrimas nos cães com leishmaniose devia-se, não à destruição dos ácinos das 
glândulas de Meibom, mas ao infiltrado inflamatório de células mononucleadas que 
ocorre nas glândulas lacrimais, por acção directa do parasita, assim como à obstrução 
dos ductos secretores pelo processo inflamatório das estruturas adjacentes. 
Curiosamente, no único animal em que a conjuntivite linfoplasmocitária da terceira 
pálpebra não se encontrava associada a uma diminuição da produção lacrimal, a 
presença do DNA parasitário foi detectado nas células conjuntivais obtidas pela 
passagem de uma zaragatoa nas faces internas das pálpebras inferiores.  
A leishmaniose canina caracteriza-se também por alterações hematológicas 
como anemia, leucopenia, trombocitopenia e elevada velocidade de sedimentação. As 
proteínas plasmáticas também sofrem alteração verificando-se o aumento das 
proteínas totais e da fracção gama-globulina com diminuição acentuada do rácio 
albumina/globulinas (Abranches, 1984; Campino et al., 2000b, Strauss-Ayali et al., 
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2007). Estas alterações nos parâmetros hematológicos e no proteinograma foram 
detectadas nos animais deste estudo seis meses após a inoculação dos parasitas. O 
estado de pancitopenia geral pode estar relacionado com as alterações do sistema 
hematopoiético (aplasia da medula óssea) que ocorrem nas fases avançadas da 
infecção (Keenan et al., 1984; Valladares et al., 1998) enquanto que a elevada 
concentração das gama-globulinas dever-se-à, provavelmente, à estimulação 
policlonal das células B, a qual é responsável pela intensa resposta humoral associada 
à leishmaniose canina (Galvão-Castro et al., 1984; Bunn-Moreno et al., 1985; Alvar 
et al., 2004).  
A possibilidade de se obter uma maior quantidade de material de diferentes 
órgãos e assim analisar um maior número de amostras nas colheitas post mortem 
(Evans, 1989) foi provavelmente a razão da detecção do parasita ter sido mais eficaz 
na necrópsia do que durante o período de observação. 
A observação microscópica dos decalques do baço, fígado e gânglio linfático, 
permitiu detectar a presença de leishmanias em oito cães. Embora a detecção tenha 
sido mais eficaz nas preparações de tecido esplénico e hepático não se verificaram 
diferenças significativas em relação aos gânglio poplíteo pelo que, ao ser o menos 
invasivo, este seria o tecido de eleição para a realização do exame parasitológico 
directo. Contudo, a distribuição das formas amastigotas nos tecidos infectados não é 
homogénea, pelo que este método tem alguns inconvenientes, sobretudo quando o 
número de parasitas na amostra é muito escasso, podendo não ser visualizados apesar 
de uma observação cuidada (Harith et al., 1987).  
O exame cultural, tal como o exame directo, é largamente usado no 
diagnóstico da leishmaniose e, no nosso estudo, permitiu isolar formas promastigotas 
de Leishmania em dez dos cães. Embora os métodos de cultura aumentem a 
sensibilidade dos exames parasitológicos, a diferença não foi significativa em relação 
aos decalques dos tecidos. Das 72 culturas realizadas no dia da necrópsia, apenas uma 
(1,4%), de macerado esplénico, foi sujeita a contaminação bacteriana. Apesar de não 
ter isolado parasitas nos restantes tecidos deste animal, a observação microscópica do 
seu decalque esplénico permitiu considerá-lo infectado, pelo que a execução dos dois 
métodos pode ser uma maneira de aumentar a sensibilidade do exame parasitológico. 
Embora no nosso estudo a percentagem de contaminações microbianas das culturas 
ter sido muito baixa este é um dos obstáculos a este tipo de teste de diagnóstico. 
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Outra das suas desvantagens é a morosidade do resultado, sendo por vezes necessário 
aguardar várias semanas (cinco semanas). Contudo, a cultura de tecidos provenientes 
de animais infectados permite obter parasitas para produção de anticorpos, para 
análise in vitro da susceptibilidade a fármacos, para infecção de modelos animais 
assim como para tipagem isoenzimática e até molecular do isolado. 
A detecção do parasita a partir das amostras esplénicas foi significativamente 
superior à dos outros órgãos, com excepção do fígado. Embora a biópsia esplénica 
seja apontada por alguns autores como o material de eleição para o diagnóstico da LV 
humana (Piarroux et al., 1994) e canina (Barrouin-Melo et al., 2004; 2005; Rosypal et 
al., 2005a), a maneira invasiva da colheita associada ao risco de hemorragias internas 
são razões válidas para não ser executada na rotina clínica.  
Apesar da colheita de sangue ser a técnica menos invasiva para obtenção de 
material, não foi possível isolar em cultura parasitas a partir deste tecido em nenhum 
dos animais ao longo de todo o período de observação, provavelmente devido ao 
reduzido número de parasitas circulantes ou à presença no sangue canino de 
inibidores de crescimento parasitário (Fisa et al., 2001). Tendo em conta a 
sensibilidade da cultura de aspirados ganglionares e medulares obtidas neste estudo 
assim com nos inquéritos epidemiológicos realizados por Madeira et al. (2006) e 
Maia et al. (2007b), constituem boas alternativas para o diagnóstico parasitológico a 
biópsia do gânglio poplíteo, ou no caso do animal não apresentar adenopatia, a de 
medula óssea.  
As técnica moleculares foram significativamente mais eficazes na detecção do 
parasita do que os métodos parasitológicos convencionais. A aplicação da técnica de 
qRT-PCR é de grande utilidade no diagnóstico da leishmaniose canina assim como na 
monitorização da carga parasitária durante e após tratamento de modo a avaliar a sua 
eficácia e prevenir recidivas associadas à permanência residual de parasitas após 
terapêutica (Mortarino et al., 2004; Pennisi et al., 2005; Francino et al., 2006; Manna 
et al., 2007; Solano-Gallego et al., 2007b). Devido à sua elevada sensibilidade foi 
possivel quantificar os parasitas existentes na medula óssea de dois cães no terceiro 
mês após inoculação e no sangue periférico de três dos animais no fim do período de 
observação, apresentando diferenças significativas em relação à técnica de PCR 
convencional, naquelas amostras.  
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A presença de componentes inibidores da amplificação de DNA no sangue 
total (Fisa et al., 2001; Reithinger et al., 2002) será provavelmente a razão pela qual 
foi mais eficaz a amplificação do DNA do parasita nas amostras do anel de células 
mononucleadas (“buffy coat”) do que no sangue total. A detecção e quantificação do 
DNA do parasita através das duas técnicas moleculares foi significativamente inferior 
nas amostras de sangue periférico e nas de células conjuntivais em relação a todas as 
demais amostras. Segundo Manna et al. (2004) a carga parasitária existente na 
circulação sanguínea é muito inferior à existente nos órgãos internos (medula, 
gânglio, fígado). É também importante realçar que a existência de parasitas 
circulantes não é considerada comum na infecção causada pela espécie L. infantum e, 
de acordo com alguns autores (Fichoux et al., 1999), a parasitémia, para além de 
tardia, é intermitente sendo responsável por resultados de falsos negativos, 
especialmente em cães assintomáticos (Maia & Campino, 2008). Concluindo, a 
persistência e significado da parasitémia na leishmaniose canina ainda permanece 
pouco esclarecido. Contudo, a amplificação do parasita em amostras de sangue 
impregnadas em papel de filtro como complemento do resultado das técnicas 
serológicas, pode ser muito útil em estudos epidemiológicos de amostra de grande 
dimensão, onde não é exequível obter um elevado número de aspirados ganglionares 
e/ou medulares (Maia et al., 2007b). 
Neste estudo, as técnicas moleculares aplicadas ao DNA extraído das 
conjuntivas foram positivas apenas num animal (8.33%). Esta técnica não invasiva de 
detecção do parasita tem sido utilizada em infecções experimentais e naturais 
apresentando sensibilidades entre 52.2% e 92.0% e especificidade de 100% (Strauss-
Ayali et al., 2004; Ferreira et al., 2008).  
Apesar de três meses após inoculação apenas em dois animais se detectar 
DNA parasitário na medula óssea, no final do estudo, a detecção do parasita nos 
vários órgãos e tecidos demostram que os canídeos não foram capazes de evitar a 
disseminação e a multiplicação parasitária. A maioria das infecções experimentais 
sugerem o baço como o órgão mais susceptível à multiplicação pelas diferentes 
espécies de Leishmania viscerotrópicas (Engwerda et al., 1998; Wilson et al., 1998; 
Ahmed et al., 2003; Riça-Capela et al., 2003; Rolão et al., 2007). Dos nossos 
resultados pode-se concluir que o parasita apresentou um tropismo pelos órgãos 
internos, com o baço a ser o órgão mais parasitado seguido da medula óssea e fígado, 
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e que a disseminação para a pele parece acontecer em estádios mais tardios da 
infecção (Travi et al., 2001).  
Manna et al. (2006) avaliaram a carga parasitária de cães naturalmente 
infectados por L. infantum apresentando diferentes quadros clínicos ao longo dos dois 
anos de observação. Os autores encontraram uma elevada carga parasitária em 
biópsias de pele de animais assintomáticos. A presença de parasitas na pele de cães 
assintomáticos evidencia a sua importância na difusão da parasitose uma vez que, ao 
não apresentarem sinais de doença, não serão submetidos a qualquer medida de 
controlo (Campino, 1998). Apesar de assintomáticos os cães portadores são 
infecciosos para os flebótomos vectores (Molina et al., 1994) embora constituam um 
risco menor que os sintomáticos (Campino, 2002). 
O envolvimento visceral é caracterizado por uma resposta humoral intensa 
(Carvalho et al., 1981). O nosso modelo experimental confirmou que, apesar de não 
protectora, a resposta humoral específica é pronunciada e precoce (Campino, 1998; 
Carrillo et al., 2007).  
As técnicas de ELISA e de DAT permitiram a detecção de anticorpos anti-
Leishmania no primeiro mês após infecção. Apesar de ambas serem quantitativas e de 
poderem analisar simultaneamente um elevado número de amostras, a DAT apresenta 
como principal desvantagem a necessidade de se realizarem diluições seriadas dos 
soros a testar e, no caso da ELISA, o facto da leitura dos resultados ter que ser 
efectuada num espectrofotómetro. A ELISA foi significativamente a mais sensível na 
detecção dos animais seropositivos ao revelar logo no primeiro mês cinco soros com 
anticorpos específicos e este número ter ido aumentando ao longo dos meses 
seguintes. Também teve a particularidade de, no D60, cinco dos seis cães 
seropositivos corresponderem a animais que apresentavam linfoadenomegalia e/ou 
alopécia. Esta correlação entre os animais com sintomatologia e a positividade da 
técnica poderá ter um valor preditivo na evolução da infecção. Contudo, é importante 
ressalvar que, apesar de apresentar uma sensibilidade significativamente superior às 
demais técnicas, a ELISA detectou anticorpos em um animal antes deste ter sido 
infectado. Este animal manteve-se positivo por esta técnica ao longo de todo o 
período de observação. 
Apesar da precocidade da técnica de CIE em detectar soros com 
imunoglobulinas anti-Leishmania (Abranches et al., 1991; Campino, 1998; Campino 
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et al., 2000b), tal como ocorreu no nosso estudo a partir do segundo mês de 
observação, a sua principal desvantagem foi considerar serologicamente infectados 
três animais antes da inoculação. A possibilidade dos animais se encontrarem 
infectados antes do início do estudo é ínfima tendo em conta que foram importados de 
um país considerado não endémico (USA) e mantidos, no IHMT, num canil com uma 
rede mosquiteira de malha inferior às dimensões do flebótomo e com insectocutores 
no seu interior. O facto de um mês após a inoculação dos parasitas todos os animais 
terem sido seronegativos através deta técnica, reforça o facto desta positividade 
transitória, também observada em infecções experimentais anteriormente realizadas 
no nosso laboratório (Campino, comunicação pessoal), ter sido devida a reacções 
cruzadas com os produtos vacinais e desparasitantes utilizados anteriormente à 
inoculação. 
Neste estudo também se procedeu à análise de um teste rápido de  
imunocromatografia protótipo e de um teste comercializado como ferramentas de 
diagnóstico. Ambas as técnicas apresentaram uma sensibilidade de 84.61% a partir do 
D120. Estes testes apresentam como vantagens a fácil e rápida execução e leitura, e, 
no caso do rK39, um valor predictivo no aparecimento da fase aguda da doença 
(Badaró et al., 1996; Gomes et al., 2008) pelo que a sua utilização não se deve 
restringir ao diagnóstico clínico mas ser alargada aos rastreios seroepidemiológicos.  
A IFI, apesar de ser considerada a técnica de referência no diagnóstico 
serológico da leishmaniose visceral (Gradoni, 2002; Mancianti et al., 2002; Alvar et 
al., 2004), no nosso estudo foi uma das técnicas que mais demorou a detectar títulos 
significativos de anticorpos. Fernández-Pérez et al. (1999) comparou os resultados 
obtidos com a IFI utilizando amastigotas axénicos com os obtidos com promastigotas 
e verificou que, a forma existente no hospedeiro vertebrado, apresentava uma maior 
sensibilidade, sem perda de especificidade, na detecção de cães assintomáticos. 
Cinco meses após a infecção todas os animais eram seropositivos para as seis 
técnicas serológicas utilizadas, o que confirma que, embora não seja relevante no 
controlo da infecção, a imunidade humoral é de grande valor no diagnóstico da 
parasitose. 
A ocorrência de reacções cruzadas com outros agentes patogénicos tais como 
Trypanosoma cruzi ou Ehrlichia canis (Ferreira et al., 2007) assim como a 
persistência de títulos elevados de anticorpos após resolução da infecção são algumas 
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das limitações das técnicas serológicas. Por outro lado é necessário que estas técnicas 
apresentem elevada sensibilidade e especificidade. A execução de duas técnicas com 
fundamentos diferentes ajudaria a evitar evitar falsos negativos, que levariam à 
subestimação do grau de infecção por Leishmania na população canina assim como 
falsos positivos, que levariam à eutanásia desnecessária de animais não infectados 
(Maia & Campino, 2008).  
Embora não sejam totalmente conhecidos os factores que estão relacionados 
com a presença de infecções assintomáticas ou com o desenvolvimento de doença, 
existem evidências de que o controlo da infecção e a sobrevivência do hospedeiro é 
mediada pela imunidade celular. Embora se considere que cães resistentes à infecção 
ou assintomáticos desenvolvam uma forte resposta celular aos antigénios do parasita, 
enquanto que animais susceptíveis não conseguem estabelecer uma resposta in vitro 
ao antigénio parasitário (Abranches et al., 1991; Pinelli et al., 1994; Quinnell et al., 
2001); os nossos resultados estão em conformidade com os estudos onde o 
desenvolvimento de uma imunidade celular específica foi observada tanto em animais 
assintomáticos como nos que apresentam sintomatologia, infectados de modo natural 
ou experimentalmente, submetidos a terapêutica ou não (Cabral et al., 1993; 1998; 
Rhalem et al., 1999; Leandro et al., 2001; Fernández-Pérez et al., 2003; Cardoso et 
al., 2007). No fim do nosso estudo, apesar de todos os animais estarem infectados, os 
linfócitos de nove dos animais responderam ao antigénio parasitário, embora esta 
resposta tenha sido fraca (I.E. de 2.0 a 3.9). O cão com o maior índice de estimulação 
era um dos três animais que apresentavam linfoadenomegalia no final do período 
experimental. Os outros dois animais não responderam ao antigénio. 
O desenvolvimento de uma resposta imunitária protectora contra a 
leishmaniose é mediada pelas células T e pela produção de citocinas (Lage et al., 
2007). A polarização da resposta Th1 e Th2 associada com resistência ou 
susceptibilidade à infecção por estirpes de Leishmania dermotrópicas parece não se 
observar nas viscerotrópicas (Baneth et al., 2008). Em modelo roedor e canino, a 
infecção por L. infantum induziu uma resposta mista Th1 e Th2 (Kaye et al., 1991; 
Rolão et al., 2007; Strauss-Ayali et al., 2005; 2007); o controlo da infecção parece ser 
mediado pelas células T reguladoras ao suprimirem a resposta imunitária entre as 
células e/ou através da produção de citocinas supressoras tais como TGF-β ou IL-10 
(Belkaid et al., 2002; Gantt et al., 2003; Campanelli et al., 2006). A existência de um 
Caracterização de uma infecção experimental por Leishmania infantum no cão 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
127 
reduzido número de estudos, realizados em diferentes fases da infecção e em 
diferentes órgãos de cães natural e experimentalmente infectados dificulta o 
conhecimento do tipo de citocinas presentes na leishmaniose canina. 
Vários estudos in vitro (Bogdan et al., 2000; Gantt et al., 2001; Sisto et al., 
2001) e in vivo (Melby et al., 1998; Qadoumi et al., 2002; Serarslan & Atik, 2005; 
Zafra et al., 2008) demonstraram que a expressão da iNOS pelos macrófagos é 
importante no controlo da leishmaniose. A produção de NO pelos macrófagos, 
fundamental para a fagocitose e destruição dos amastigotas (Bogdan, 2001; Gantt et 
al., 2001) é activada através de uma resposta Th1 iniciada pelo IFN-γ e TNF-α 
(Pinelli et al., 1994, 1995; Melby et al., 1998; Bogdan et al., 2000; Barbiéri, 2006). 
Apesar de Holzmuller et al. (2005) terem detectado a produção de NO após activação 
de macrófagos caninos infectados in vitro por L. infantum com IFN-γ produzido pelos 
linfócitos autólogos co-incubados com as células hospedeiras, a utilização desta 
citocina no presente estudo não foi um factor determinante na libertação de NO uma 
vez que os macrófagos caninos infectados ou não infectados, incubados com e sem 
IFN-γ não produziram NO. Os resultados obtidos por Pinelli et al. (2000) e Rodrigues 
et al. (2007) indicam que a produção de NO pelos macrófagos dos cães é menor que a 
produzida pelos macrófagos dos murganhos. Esta poderá ser a razão pela qual não se 
detectou a produção deste potente agente leishmanicida ou então à eficiente retenção 
da molecula no interior dos macrófagos por parte dos parasitas.  
Durante a infecção por estirpes de Leishmania viscerotrópicas, observa-se um 
aumento da hematopoiese no baço e medula. O aumento compensatório do número de 
macrófagos presentes nestes órgãos facilita a perpetuação da infecção ao serem um 
alvo para o parasita. À medida que esta evolui para a cronicidade, as células imaturas 
mielóides geram um elevado número de células dendríticas competentes, as quais 
produzem elevadas quantidades de IL-10, suprimindo assim a resposta inflamatória e  
impedindo a eliminação dos parasitas (Stanley & Engwerda, 2007). Apesar da  
expressão da iNOS pelas células medulares e pelos esplenócitos ter sido 
significativamente elevada, o que traduz a tentativa do organismo de controlar a 
infecção, o aumento simultâneo da expressão de IL-10 terá sido responsável pela 
elevada carga parasitária observada no baço e medula em todos os animais no fim do 
período de observação. No entanto, é importante salientar que a expressão basal de 
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IL-10, observada em cães saudáveis, é importante na regulação da hematopoiese 
(Quinnell et al., 2001). 
A susceptibilidade à infecção está relacionada  com a diminuição ou supressão 
da resposta das células T a antigénios específicos e à ausência da produção de IFN-γ 
pelas células mononucleadas (Pinelli et al., 1994; 1995; 1999; Martínez-Moreno et 
al., 1995; Santos-Gomes et al., 2002; Strauss-Ayali et al., 2007). Nos macrófagos 
infectados in vitro por L. infantum, não houve produção de IFN-γ nos dias D0 e D180 
enquanto que a produção dsta citocina pelos linfócitos estava diminuída no D180 e 
relação ao D0. Embora os nossos resultados contrastem com os obtidos em animais 
oligossintomáticos e experimentalmente infectados, em que houve produção de IFN-γ 
após estimulação das PBMC com o antigénio parasitário (Andrade et al., 1999; 
Strauss-Ayali et al., 2005), assemelham-se aos observados em animais naturalmente 
infectados (Strauss-Ayali et al., 2005). 
Carvalho et al. (1992) associaram elevados níveis de produção de IFN-γ à 
cura da leishmaniose visceral humana. Contudo, nos últimos tempos, a persistência 
da infecção canina tem sido relacionada com a presença desta citocina (Corrêa et al., 
2007; Lage et al., 2007; Strauss-Ayali et al., 2007; Sanchez-Robert et al., 2008). 
Neste estudo a expressão de IFN-γ foi apenas detectada nos órgãos internos onde a 
CP foi mais elevada, sugerindo que esta citocina não é sinónimo da ausência do 
parasita. Uma das razões para que tal aconteça pode ser a chegada constante de novos 
parasitas provenientes de outros tecidos (Strauss-Ayali et al., 2007). Apesar de 
Manna et al. (2006) sugerirem esta citocina como um marcador de progressão da 
infecção, a sua expressão pelas células de medula óssea e baço de cães naturalmente 
infectados assintomáticos e sintomáticos foi idêntica (Quinnell et al., 2001).  
O TNF-α, juntamente com o IFN-γ, medeiam a destruição dos parasitas nos 
macrófagos  através da activação da iNOS e consequente produção de óxido nítrico 
(Liew & Millott, 1990; Farrell, 2002). Esta citocina, o TNF-α - possui diversas 
funções na LV, sendo algumas benéficas para a resistência do hospedeiro à infecção, 
enquanto que outras relacionam-se com o dsenvolvimento de patologia (Kaye et al., 
2004; Stanley & Engwerda, 2007).  
As PMBC de animais experimentalmente infectados são capazes de 
produzirem TNF-α em resposta ao antigénio parasitário (Pinelli et al., 1994; Chamizo 
et al., 2005; Carrillo et al., 2007). Tantos as céluas sanguíneas dos animais do nosso 
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estudo como as dos cães analisados por Sanchez-Robert et al. (2008) expressaram 
TNF-α. Apesar de Carrillo et al. (2007) defenderem a sua utilização como marcador 
de avaliação da eficácia de moléculas candidatas a vacinas ao associarem a sua 
presença com a resolução da infecção, Lima et al. (2007) não observaram diferenças 
na sua produção entre animais saudáveis e cães com doença activa. A sua ausência 
em murganhos geneticamente modificados mostrou ser fatal; dois meses após a 
infecção experimental por L. donovani os animais apresentavam extensa necrose 
hepática (Murray et al., 2000). A presença de níveis moderados de TNF-α no fígado 
está associado à  formação de granulomas hepáticos e consequente resolução local da 
infecção (Malla & Mahajan, 2006; Stanley & Engwerda, 2007), no entanto, neste 
estudo não se detectou a sua expressão neste órgão, podendo a sua ausência estar 
relacionada com a não eliminação da carga parasitária. A supressão precoce da sua 
produção representa  um mecanismo de sobrevivência dos parasitas à resposta pro-
inflamatória do hospedeiro (Stanley & Engwerda, 2007). Tal como observado nas 
amostras hepáticas, não houve expressão desta citocina Th1 em nenhuma das 
amostras esplénicas analisadas. Lage et al. (2007) detectaram a sua presença tanto no 
baço de animais saudáveis assim como em cães naturalmente infectados com 
diferentes quadros clínicos. Níveis elevados de TNF-α no baço associados aos de IL-
10, contribuiram para a evolução e cronicidade da infecção (Stanley & Engwerda, 
2007) ao impedirem o controlo da carga parasitária.  
A IL-10 tem sido relacionada tradicionalmente com a progressão da LV em 
humanos (Karp et al., 1993) e com a susceptibilidade à infecção do modelo murino 
(Melby et al.,1998). Contudo, o seu papel na leishmaniose canina continua por 
determinar (Barbiéri, 2006; Strauss-Ayali et al., 2007). Enquanto Carrillo et al. 
(2007) detectaram uma diminuição da expressão nos PBMC estimulados com 
antigénio em cães oligossintomáticos experimentalmente infectados, no final do 
período de observação do nosso estudo observou-se um aumento significativo da 
produção de IL-10 pelas PBMC sem estimulação ou estimuladas com antigénio ou 
mitogénio, o que está de acordo com o trabalho de Pinelli et al. (1999). Estes autores 
detectaram níveis elevados de IL-10 nas células mononucleadas do sangue periférico 
(PBMC) estimuladas con concanavalina A (conA) nos cães infectados.  Embora 
Quinell et al. (2001) e Strauss-Ayali et al. (2007) não tenham observado diferenças 
na expressão desta citocina nos diferentes tecidos de cães naturalmente infectados ou 
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no baço de animais experimentalmente infectados, nos tecidos dos nossos animais a 
sua expressão, com excepção no fígado e na pele, foi significativamente diferente das 
outras citocinas. Nos esplenócitos, foi juntamente com a iNOS a citocina mais 
expressa, embora também se tenha detectado IFN-γ e TGF-β. Apesar de nosso estudo, 
tal como no de Strauss-Ayali et al. (2007), a resposta imunitária montada neste órgão 
seja do tipo Th1, as células do baço de cães naturalmente infectados apresentaram 
uma resposta mista com maior expressão de IL-10 e IFN-γ (Lage et al., 2007) ou Th2 
com maior produção de IL-10 e TGF-β (Corrêa et al., 2007). 
Apesar da expressão de IL-4 no sangue periférico nas fases iniciais da 
infecção (Sanchez-Robert et al., 2008) assim como na medula (Quinnell et al., 2001) 
ou em feridas na pele de cães naturalmente infectados (Brachelente et al., 2005) 
terem sido relacionadas com o desenvolvimento da doença, o seu papel é ainda 
controverso (Carrillo et al., 2007; Strauss-Ayali et al., 2007). Os linfócitos do sangue 
periférico de doentes com leishmaniose visceral activa produziram principalmente 
IFN-γ e quantidades discretas de IL-4 após estimulação antigénica específica 
(Coutinho et al., 1996). A expressão desta duas citocinas pelos esplenócitos foram 
associadas à persistência do parasita em cães natural e experimentalmente infectados 
(Strauss-Ayali et al., 2007). Murganhos geneticamente manipulados, deficientes em 
IL-4 mostraram o papel desta citocina na resistência natural à infecção e na eficácia 
da terapêutica (Alexander et al., 2000). No fim do período experimental a IL-4 não 
foi expressa em nenhum dos tecidos dos animais do nosso estudo. A sua ausência 
impediu o controlo da carga parasitária no fígado, provavelmente devido ao seu papel 
na formação dos granulomas hepáticos (Stager et al., 2003).  
A produção de TGF-β pelos macrófagos infectados in vitro aumentou 
significativamente no dia D180 em relação aos valores de referência do D0.  Esta 
citocina tem um importante papel regulador na leishmaniose canina inibindo a 
activação dos macrófagos favorecendo  a replicação parasitária (Gantt et al., 2003) e 
evitando a resposta inflamatória (Gomes-Pereira et al., 2004). Corrêa et al. (2007) 
observaram uma maior produção, por parte das células esplénicas, nos animais 
assintomáticos do que nos cães com sinais clínicos. Os autores associaram a sua 
presença com a inibição da produção de IFN-γ. As amostras ganglionares e as de 
sangue obtidas post mortem a partir dos animais do nosso estudo, foram as que mais 
expressaram TGF-β, não tendo sido detectada a produção de IFN-γ. Contudo, no baço 
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a expressão de ambas as citocinas foi idêntica. Strauss-Ayali et al. (2007) não 
detectaram diferenças na sua expressão antes e após infecção experimental. 
Não foi possível detectar expressão de citocinas e iNOS em nenhuma das 
peles analisadas. Esta fase silenciosa também foi observada por Belkaid et al. (2002) 
na pele de murganhos infectados por L. major. No estudo realizado por Brachelente et 
al. (2005) a pele de todos os cães infectados naturalmente por L. infantum 
apresentaram uma resposta mista Th1 e Th2, com expressão de TNF-α, IFN-γ e IL-4. 
A expressão da IL-4 apresentou ainda uma associação positiva com a carga 
parasitária. 
As células do gânglio poplíteo e da medula óssea foram as que expressaram 
um maior número de citocinas pelo que, tal como para o diagnóstico parasitológico, 
estes órgãos parecem ser as melhores alternativas para o estudo da imunidade celular.   
A manifestação histopatológica clássica da leishmaniose canina caracteriza-se 
por uma reacção inflamatória crónica, acompanhada ou não da formação de 
granulomas ricos em macrófagos. Estas células, principalmente no fígado, baço, 
medula óssea e gânglios linfáticos, podem conter elevado número de amastigotas. A 
baixa carga parasitária nos diferentes tecidos pode dificultar a visualização do 
parasita (Tafuri et al., 2004). Apesar dos vários órgão analisados apresentarem uma 
elevada densidade parasitária, não se detectaram leishmanias em nenhum dos cortes 
histológicos. Uma maneira de aumentar a sensibilidade e especificidade do 
diagnóstico histológico seria a utilização de métodos imunohistoquímicos 
(Bourdoiseau et al., 1997; Tafuri et al., 2004). 
As infecções experimentais por L. donovani caracterizam-se por diferentes 
respostas imunitárias específicas de cada órgão (Engwerda & Kaye, 2000). O fígado é 
o local onde ocorre a fase aguda da infecção, com posterior resolução, enquanto que o 
baço é o responsável pela persistência do parasita. 
Apesar da hepatomegalia ser considerada um dos sinais comuns da 
leishmaniose canina, não foi observado um nenhum dos animais deste estudo assim 
como nos estudos realizados por Ciaramella et al. (1997), Koutinas et al. (1999) e 
Rallis et al. (2005). Embora macroscopicamente não se tenham observado alterações, 
a análise histopatológica do fígado permitiu concluir que os doze cães apresentavam 
hepatite intersticial granulomatosa difusa, por vezes acompanhada de ectasia dos 
vasos linfáticos. Apesar deste quadro estar descrito em cães com leishmaniose 
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(Molano et al., 2003; Tafuri et al., 2004; Poot et al., 2005; Rallis et al., 2005), Foster 
(2005) constatou que estas lesões inflamatórias, acompanhadas por flebite focal, 
granulomas e focos de necrose, ocorriam de forma espontânea, isto é, sem serem 
induzidas por acção de fármacos ou agentes patogénicos, em 95.0% dos cães de raça 
Beagle, com menos de dois anos e meio de idade, criados para fins experimentais. 
Apesar das alterações histopatológicas observadas, nenhum dos animais apresentava 
manifestações clínicas de falência hepática tais como ascite ou icterícia, as quais 
ocorrem em 2.5% dos animais naturalmente infectados (Slappendel, 1988). A 
vacuolização moderada e generalizada dos hepatócitos observada em 41.67% dos 
animais foi descrita em cães natural e experimentalmente infectados (Molano et al., 
2003; Rallis et al., 2005). Lesões semelhantes podem ocorrer em animais por 
administração prolongada e excessiva de corticosteróides, no entanto, nenhum dos 
cães utilizados neste estudo foi submetido a corticoterapia. 
Tal como observado por Oliveira et al. (1993), a esplenomegalia foi a única 
alteração macroscópica apresentada por todos os animais na necrópsia. 
Histologicamente, onze dos animais apresentavam esplenite granulomatosa difusa. Os 
granulomas, maiores que os do fígado, preenchiam significativamente a polpa 
vermelha. No estudo realizado por Alexandre-Pires et al. (2006), os autores 
verificaram que animais com leishmaniose apresentavam alterações histológicas 
esplénicas responsáveis pela redução da velocidade do fluxo sanguíneo através do 
baço; segundo os autores, estas alterações permitem que as células envolvidas nos 
processos imunológicos tenham tempo de proliferarem e de se diferenciar, para além 
de facilitar a captação de linfócitos. Na maioria dos animais observou-se ainda a 
presença de megacarioblastos e de pigmento hemático, indicando hematopoiese 
extramedular. A produção compensatória de macrófagos e de outras células 
fagocíticas, com concomitante aparecimento de esplenomegalia, é realizada à custa da 
deficiente eritropoiese com consequente desenvolvimento de anemia. 
A linfoadenomegalia, o sinal clínico mais observado ao longo do estudo, é 
consequência da hiperplasia dos folículos linfóides e da hipertrofia e hiperplasia dos 
macrófagos da zona medular (Lima et al., 2004). A carga parasitária nos gânglios 
hipertrofiados não se encontra associada com o tipo e severidade das lesões existentes 
(Lima et al., 2004; Baneth et al., 2008).  
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No final do período de observação somente em três animais se verificaram 
alterações cutâneas com infiltração perifolicular discreta e adenite sebácea, sendo 
estas manifestações semelhantes às observadas na leishmaniose canina (Brachelente 
et al., 2005; Solano-Gallego et al., 2004; Saridomichelakis et al., 2007). Apesar de 
dos-Santos et al. (2004) concluirem que as lesões de pele precedem a chegada de L. 
chagasi a este tecido, no nosso estudo o DNA parasitário foi amplificado em todas as 
amostras de pele demonstrando que as manifestações clínicas não são devidas 
exclusivamente à presença do parasita. O número de amastigotas pode ser semelhante 
em peles lesionadas e em peles saudáveis (Solano-Gallego et al., 2004; Tafuri et al., 
2004; Baneth et al., 2008). A escolha da pele do focinho para detecção do parasita 
deveu-se a ser, juntamente com a pele das orelhas, uma fonte útil para o diagnóstico 
da leishmaniose canina independentemente do quadro clínico do animal (Xavier et 
al., 2006). A detecção de leishmanias na pele é de extrema importância uma vez ser a 
fonte de infecção para o vector e consequente transmissão do parasita. Apesar da 
ausência de sinais clínicos dermatológicos evidentes e da não observação de parasitas 
no exame histopatológico, foi possível detectar leishmanias (DNA) a partir da pele de 
todos os animais. O animal com a maior carga parasitária neste tecido foi o único cuja 
cultura de pele foi positiva. De acordo com Solano-Gallego et al. (2004), cães 
assintomáticos com resultado positivo de PCR mas sem amastigotas observados na 
pele, não têm importância epidemiológica na transmisssão da infecção. 
 
 CAPÍTULO III 
 
 
 
 
 
 
 
CARACTERIZAÇÃO DA INFECÇÃO DE BALB/c COM 
ESTIRPE DE L. infantum TRATADA COM 
ANFOTERICINA B  NA PRESENÇA DE GLÂNDULAS 
SALIVARES DE Phlebotomus perniciosus 
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3. Caracterização da infecção de BALB/c com estirpe de L. 
infantum tratada com anfotericina B na presença de 
glândulas salivares de Phlebotomus perniciosus 
 
Os fármacos de primeira linha para o tratamento da leishmaniose visceral 
continuam a ser os antimoniais pentavalentes e a anfotericina B (AMB) (Seifert et al., 
2007; Gradoni et al., 2008). A AMB tem sido utilizada principalmente após falha 
terapêutica com os antimoniais e em casos de co-infecção Leishmania-HIV, 
principalmente no Sudoeste da Europa.  
A AMB apresenta uma elevada afinidade pelo ergosterol, o principal esterol 
da parede do parasita Leishmania e não pelo colesterol, o esterol predominante nas 
células dos hopedeiros vertebrados. Apesar de existirem poucos estudos acerca da 
emergência de resistência do parasita à AMB (Croft et al., 2006), a possibilidade do 
aparecimento de estirpes resistentes não deve ser minimizada, tendo em conta que a 
percentagem de cura nos indivíduos imunodeprimidos varia entre os 58.0 e 82.0% 
com frequentes recaídas (Alvar et al., 2008). Também se deve ter em conta a pressão 
exercida, no continente Europeu, pelos proprietarios de cães na utilização deste 
fármaco para o tratamento da leishmaniose canina (Al-Mohammed et al., 2005).  
A saliva do vector inoculada no hospedeiro, juntamente com Leishmania, 
possui diversas moléculas imunomoduladoras e antihemostáticas que levam ao 
aumento da carga parasitária e do tamanho da lesão cutânea (Titus & Ribeiro, 1988; 
Belkaid et al., 1998; Rohousová & Volf, 2006). A saliva, além de inibir a activação 
das células T (Titus, 1998: Rohousová et al., 2005) e algumas das funções dos 
macrófagos incluindo o stresse oxidativo (Gillespie et al., 2000), a produção de NO 
(Hall & Titus, 1995: Katz et al., 2000) e a produção e expressão de citocinas (Costa et 
al., 2004).  
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3.1. Material e Métodos 
3.1.1. Animais 
Foram utilizados murganhos (Mus musculus) fêmeas com 6 a 8 semanas de 
idade, pertencentes à estirpe BALB/c provenientes da Harlan Interfauna Ibérica, 
Espanha, mantidas no Biotério do IHMT em condições climáticas controladas e 
nutrição adequada, de acordo com as normas comunitárias relativas ao bem-estar dos 
animais de experiência transpostas para a lei nacional. Os animais desta estirpe são 
considerados como “sensíveis” à infecção por Leishmania por possuírem o alelo 
sensível do gene Nramp1 no loci Lsh (Lshs). 
 
3.1.2. Parasitas 
Para a infecção dos murganhos e dos macrófagos in vitro foi usada a estirpe L. 
infantum MON-1, MCAN/PT/05/IMT373. Os promatigotas utilizados nas 
inoculações pertenciam à estirpe selvagem ou a culturas de alto rendimento tratadas 
com 160 ng/ml de anfotericina B (AMB-Fugizone ®, Bristol-Myers Squibb, 
Portugal). A selecção de parasitas tratados com AMB foram obtidos através do 
aumento gradual de 20ng da concentração de AMB por ml do meio de cultura. A 
concentração do fármaco era aumentada quando o número de parasitas sobre pressão 
era semelhante ao número dos parasitas na cultura sem fármaco, selvagem (Seifert et 
al., 2003).  
Os promastigotas metacíclicos foram obtidos como descrito por Howard et al. 
(1987, 1991). Resumidamente, os parasitas foram cultivados durante 10 dias em meio 
Schneider/FCS nas condições anteriormente descritas (2.1.2.).  
 
3.1.3. Glândulas salivares de P. perniciosus  
A colónia de P. perniciosus é mantida no insectário do laboratório de 
Parasitologia, Faculty of Science, Charles University, Praga, República Checa 
segundo a metodologia recomendada por R. Killick-Kendrick & M. Killick-Kendrick 
(1991). 
O extracto de glândulas salivares de fêmeas de P. perniciosus foi realizado 
como descrito por Rohousová et al. (2005) e executado pela Doutora Vera Volfová.  
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As glândulas, isoladas de fêmeas com 5 a 10 dias de vida não alimentadas 
com sangue, foram dissecadas em tampão Tris (20 mM Tris, pH 7.6). Grupos de 20 
glândulas em 20 µl de Tris foram conservadas a -70ºC até serem utilizadas. 
 
3.1.4. Inoculação 
Antes de serem inoculados, os animais foram sedados com 150 mg de 
ketamina (Imalgene® 1000, Rhône Mérieux, Portugal) e 15 mg de xilazina a 2% 
(Rompun®, Bayer, Portugal), por kilo do animal administrado por via intraperitoneal 
(i.p.). 
Este estudo abrangeu 112 murganhos inoculados com um volume de 5 µl por 
via intradérmica na orelha direita e divididos em 4 grupos:  
- Grupo 373W: inoculado com 1x107 promastigotas de L. infantum IMT373 –
Estirpe selvagem 
- Grupo 373WSG: inoculado com 1x107 promastigotas de L. infantum IMT373 
e com o extracto de uma glândula salivar de P. perniciosus.  
- Grupo 373R160SG: inoculado com 1x107 promastigotas de L. infantum 
IMT373 tratados com 160ng/ml de AMB e com o extracto de uma glândula salivar de 
P. perniciosus.  
- Grupo Controlo (C): inoculado com soro fisiológico 0.09% e com uma 
glândula salivar de P. perniciosus. 
  
3.1.5. Recolha de Material Biológico 
Aos dias 7, 14, 28, 42, 56, 84 e 112 após inoculação foram sacrificados 4 
animais de cada grupo por “overdose” da mistura anestésica descrita em 3.1.4. A cada 
animal foram retirados sangue, os macrófagos peritoneais, as orelhas, o gânglio 
linfático regional, baço, fígado e um fémur para colheita da medula óssea.  
As amostras biológicas recolhidas foram utilizadas para inoculação em meio 
de cultura (baço e fígado), para extracção de DNA (para quantificação do parasitismo 
por qRT-PCR) e de RNA (para quantificação relativa da expressão de citocinas por 
qRT-PCR), para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania por CIE (sangue) e para 
proliferação linfocitária (baço). O baço e fígado de cada animal foram macerados em 
2 ml e 5 ml de meio RMPI, respectivamente, antes de serem utilizadas nos diferentes 
procedimentos. A extracção da medula óssea do fémur foi realizada com uma agulha 
de 25G em seringa contendo 1ml de RPMI. Os macrófagos peritoneais de cada grupo 
Infecção de BALB/c por L. infantum tratada com anfotericina B na presença de saliva de Phlebotomus perniciosus 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
140 
foram utilizados em “pool” para medir a produção de óxido nítrico e para as infecções 
in vitro.  
 
3.1.6. Estudos Parasitológicos 
Exame Cultural 
Em cada tubo de meio de NNN adicionaram-se 100 µl de macerado de fígado 
ou de baço aos quais se acrescentou 1 ml de soro fisiológico 0.09%. As culturas 
foram observadas  semanalmente como descrito em 2.1.7.2. 
 
3.1.7.  Estudos Moleculares 
Determinação da carga parasitária por qRT-PCR 
A extracção de DNA das amostras foi realizada conforme descrito em 2.1.10.1. 
A metodologia para quantificação da carga parasitária por qRT-PCR está descrita em 
2.1.10.4. 
 
3.1.8. Estudos Imunológicos 
3.1.8.1 Imunidade Humoral  
Contraimunoelectroforese 
As amostras de sangue recolhidas ao longo do estudo foram analisadas 
conforme descrito em 2.1.8.2. 
 
3.1.8.2. Imunidade Celular 
3.1.8.2.1. Proliferação Linfocitária 
Nos dias D7, D14, D28, D42 e D56, o baço de cada grupo de animais, juntos 
em “pool”, foram macerados e homogeneizados em meio RPMI e a resultante 
suspensão celular foi lavada a 290 g durante 10 minutos a +4 ºC. Após centrifugação, 
o sobrenadante foi eliminado e o sedimento ressupendido em 4 ml de RPMI. A 
suspensão celular foi colocada lentamente sobre meio de Ficoll, numa proporção de 2 
ml da suspensão celular para 4 ml de Ficoll, e centrifugada a 580 g, durante 20 
minutos à temperatura ambiente. O anel de células mononucleadas foi recolhido e 
processado de acordo com o referido no ponto 2.1.9.1.  
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A cultura das células in vitro e a proliferação foram realizadas como descrito 
em 2.1.9.2. e 2.1.9.1., respectivamente. 
No presente estudo, tendo em conta os resultados de IE obtidos no Grupo C em 
resposta ao antigénio (IE máximo de 1.1) considerou-se positivo um resultado de IE ≥ 
1.5. 
 
3.1.8.2.2. Estudo da expressão de citocinas por qRT-PCR 
A extracção do RNA e a sua transcrição reversa foram realizados conforme 
descrito em  2.1.9.3. 
As amostras de cDNA foram analisadas usando os oligonucleótidos 
comercializados pela Applied Biosystems. Como o gene da desidrogenase fosfato 
gluceraldeído (GAPDH), uma das enzimas envolvidas na cadeia de lise de glucose, 
foi usado como gene de referência, não foi necessário quantificar o RNA total 
extraído, já que a expressão génica foi sempre referenciada em relação ao controlo 
endógeno.  
As expressões das citocinas IFN-γ, IL-4, IL-10, TNF-α, TGF-β e da iNOS 
foram quantificadas usando o método comparativo de quantificação relativa. Este tipo 
de quantificação, em tempo real, elimina diferenças inerentes à fase estacionária de 
amplificação, durante a qual os componentes da reacção se tornam limitantes para a 
amplificação do produto. Por esta razão o valor de Ct (“cycle threshold”), que 
corresponde ao ciclo em que se inicia a fase exponencial da amplificação da reacção 
de PCR, é a medida mais fiável da quantidade inicial de cDNA. O método permite 
calcular a quantidade do gene-alvo amplificado face à expressão de um gene de 
referência. O gene da GAPDH foi usado como controlo endógeno neste estudo, tendo 
apresentado eficiência de amplificação semelhante aos genes alvo.  
A expressão das citocinas e da iNOS foram “normalizadas” relativamente à 
expressão da GAPDH.  
A expressão das citocinas e da iNOS nos grupos 373W, 373WSG e 
373R160SG foram normalizadas relativamente ao grupo controlo. 
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3.1.8.2.3. Produção de óxido nitrico pelos macrófagos peritoneais 
Isolamento dos macrófagos peritoneais 
Após sacrificio do animal, e em todos os dias de recolha, inocularam-se por via 
i.p. 10 ml de RPMI/FCS 10%. Os lavados peritoneais de cada grupo de animais 
obtidos após massagem abdominal foram juntos em “pool” e centrifugados a 200 g, 5 
minutos a +4ºC e o sedimento foi ressuspendido em meio RPMI/FCS 10 %. A 
contagem de células viáveis realizou-se por coloração das células com azul de Tripan, 
tendo sido ajustada a concentração para 2x106 células mononucleadas/ml. 
 
Cultura in vitro dos macrófagos peritoneais 
Foram realizadas culturas in vitro dos macrófagos peritoneais. As culturas 
celulares foram incubadas sem estimulação, com estimulação pelo lipopolissacarido 
de Escherichia coli (LPS, Sigma) com estimulação pelo antigénio (Ag) parasitário 
específico ou com co-estimulação pelo LPS e Ag. 
Em placas de 96 poços de fundo em U, foram colocados 150 µl por poço das 
suspensões celulares. Às células para estimulação foram adicionados, por poço, 10 
µg/ml de antigénio total de Leishmania (preparado como descrito em 2.1.2.1), 1.5 
µg/ml de uma solução de LPS (no poço) ou 0.75 µg/ml de LPS (no poço) mais 5 
µg/ml de Ag (no poço). Nas células não estimuladas adicionaram-se 50 µl de meio 
RPMI/FCS 10 %, perfazendo assim um total de 200 µl em cada poço da placa. Em 
seguida, as células foram incubadas a +37 ºC, 5 % CO2 em atmosfera húmida durante 
48 horas.  
 
Medição de nitritos 
Os sobrenadantes foram recolhidos ao fim das 48 horas de incubação e a 
medição dos nitritos foi realizada como descrito em 2.1.9.4. 
 
3.1.9. Infecção in vitro dos macrófagos peritoneais e determinação da 
susceptibilidade dos parasitas à anfotericina B 
No D112, foram colocados por poço, em placas de 8 poços Lab Tek, 0.3 ml da 
suspensão celular de macrófagos isolados como descrito em 2.1.9.4. e incubou-se a 
+37ºC, 5% de CO2 durante 24h de modo a permitir a sua aderência. No dia seguinte, 
as células foram infectadas com promastigotas na fase estacionária de L. infantum 
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IMT373 tratados com 160ng/ml de AMB na proporção parasita:macrófago 5:1. Após 
24 horas de incubação a +37ºC, 5% CO2, os poços foram lavados duas vezes com 
PBS de modo a remover os parasitas não fagocitados e adicionaram-se, em sete dos 
poços, diluições seriadas 1:4 entre 2000 e 1.95 µg/ml de AMB. Ao oitavo poço 
adicionou-se RMPI/FCS 10% de modo a servir de controlo de infecção. Após 24 
horas de incubação a +37ºC, 5% de CO2, o índice inibitório do crescimento dos 
parasitas em 50% (IC50) foi determinado utilizando o corante fluorescente DAPI 
(Vectashield mounting médium with DAPI, Vector Laboratories, USA) que cora o 
núcleo das células viáveis de azul fluorescente. 
 
3.1.10. Análise Estatística 
A análise estatística foi efectuada no programa SPSS 16.0 (SPSS Inc., USA). 
O teste não paramétrico de Friedman foi utilizado para comparar: ao longo do período 
de observação (i) a carga parasitária entre os diferentes órgãos de cada grupo de 
murganhos; (ii) a carga parasitária entre os três grupos; (iii) a expressão de citocinas 
nos diferentes tecidos de cada grupo; (iv) a expressão de citocinas nos diferentes 
tecidos entre os três grupos; assim como para avaliar (v) a proliferação linfocitária e a 
produção de óxido nítrico, nos quatro grupos de murganhos em estudo. Quando a 
hipótese nula foi rejeitada, múltiplas comparações de Friedman foram realizadas para 
determinar qual o tecido ou citocina que foi estatisticamente diferente , utilizando um 
nível de significância de 5% (Mello, 1997). O teste de Spearman foi utilizado para 
determinar o coeficiente de correlação entre a carga parasitária e a expressão de 
citocinas nos diferentes tecidos de cada grupo de murganhos, utilizando um nível de 
significância de 1%. 
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3.2. Resultados 
Os resultados deste trabalho foram apresentados num colóquio realizado na 
Faculty of Science, Charles University (Praga, Abril 2008). 
 
3.2.1. Estudos Parasitológicos 
As culturas das amostras de baço e de fígado recolhidas dos murganhos dos 
quatro grupos estudados (C, 373W, 373WSG e 373R160SG) foram negativas durante 
todo o período experimental. 
 
3.2.2.  Determinação da carga parasitária por qRT-PCR  
Pela técnica de qRT-PCR detectou-se DNA parasitário nos D7, D42 e D56. 
As amostras de todos os animais dos diferentes grupos foram negativas nos D14, 
D28, D84 e D112 (Figura 3.1). 
No D7 esta técnica detectou parasitas em amostras provenientes dos quatro 
animais do grupo 373WSG, em dois do grupo 373W e em um do grupo 373R160SG. 
No D56 foi amplificado DNA de L. infantum em todos os animais deste último grupo, 
em dois do grupo 373W e em um do grupo 373WSG. Não se verificaram diferenças 
significativas entre a CP dos diferentes grupos durante o tempo experimental. 
 
Figura 3.1. Detecção do DNA parasitário por percentagem de animais dos grupos 
373W, 373WSG e 373R160SG  nos 112 dias após inoculação. 
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Não ocorreu parasitismo no grupo C durante todo o tempo de estudo. 
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Grupo 373W 
No sétimo dia após inoculação, a carga parasitária (CP) nos animais do grupo 
373W foi mais elevada na orelha direita (104,83 parasitas/µg DNA), local de 
inoculação, do que na esquerda e do que no gânglio regional (Figura 3.2). Nestes 
locais não foram detectados parasitas nos restantes dias de necrópsia. No D56 apenas 
se detectaram parasitas nos órgãos internos. As amostras do sangue periférico 
mantiveram-se negativas durante todo o período experimental.  
 
Figura 3.2. Evolução da carga parasitária na orelha esquerda, gânglio regional, 
sangue, fígado, baço e medula óssea dos murganhos do grupo 373W ao longo 
dotempo de observação. 
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A CP da orelha direita está omitida no gráfico de modo a permitir a visualização nos 
outros órgãos. 
 
Grupo 373WSG 
No grupo 373WSG, a cinética da CP no local de inoculação (orelha direita) 
foi semelhante ao grupo 373W, mas o número de parasitas no gânglio regional foi 
superior neste grupo. Sete dias após inoculação verificou-se a presença de DNA 
parasitário no sangue assim como nos órgãos internos (Figura 3.3). A carga 
parasitária na medula e no fígado foi idêntica à observada no grupo 373W no D56, 
sendo a medula o tecido mais parasitado.  
Infecção de BALB/c por L. infantum tratada com anfotericina B na presença de saliva de Phlebotomus perniciosus 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
146 
Figura 3.3. Evolução da carga parasitária na orelha esquerda, gânglio regional, 
sangue, fígado, baço e medula óssea dos murganhos do grupo 373WSG ao longo do 
período de observação. 
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O valor da CP da orelha direita do D7 foi 87,41 parasitas/µg DNA. A CP da orelha 
direita está omitida no gráfico de modo a permitir a visualização nos outros órgãos. 
 
 
Grupo 373R160SG 
No grupo 373R160SG, sete dias após inoculação detectaram-se parasitas na 
orelha esquerda, tal como no grupo 373W (Figura 3.4). 
No D42 o DNA parasitário foi identificado no gânglio regional, no sangue e 
nos órgãos internos. As amostras com maior densidade parasitária foram as do 
sangue. Enquanto nas amostras de sangue e de fígado o pico de concentração 
parasitária foi no D42, nas amostras medulares e esplénicas foi no D56. 
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Figura 3.4. Evolução da carga parasitária nas orelhas direita e esquerda, gânglio 
regional, sangue, fígado, baço e medula óssea dos murganhos do grupo 373R160SG 
ao longo do período de observação. 
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3.2.3. Estudos seroimunológicos 
Em nenhum dos murganhos estudados se detectou anticorpos anti-Leishmania 
pela técnica de CIE. 
 
3.2.4. Estudos da Imunidade celular 
3.2.4.1. Proliferação linfocitária 
Os linfócitos dos animais dos grupos 373WSG e 373R160SG foram os 
primeiros a proliferarem em resposta à estimulação antigénica, no D14. Por outro 
lado, foi no grupo 373W que se observou a maior resposta proliferativa das células 
mononucleares esplénicas à estimulação com o antigénio (Ag) de Leishmania (IE 2.5) 
no D28 (Figura 3.5). No  grupo C não houve resposta proliferativa ao Ag ao longo de 
todo o período experimental. Não se detectaram diferenças significativas na 
proliferação das células em resposta ao antigénio nos grupos não tratados e no grupo 
tratado. 
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Figura 3.5. Resposta proliferativa dos linfócitos extraídos do baço dos murganhos 
dos grupos C, 373W, 373WSG e 373R160SG ao antigénio parasitário, durante o 
período experimental. 
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3.2.4.2. Expressão de citocinas   
Grupo 373W 
Ao longo do período de observação, a expressão das citocinas IFN-γ, TGF-β, 
IL-4, IL-10 e TNF-α pelas células da medula óssea do grupo 373W apresentou 
diferenças significativas entre si (p<0.05) (Figura 3.6). A citocina com maior 
espressão foi o TNF-α. A expressão do IFN-γ foi superior às expressões do TGF-β, 
IL-4 e IL-10 e correlacionada positivamente com as duas últimas (rs=1). Verificou-se 
um aumento de expressão de IL-4, IL-10 e IFN-γ nos dias D7 (valor máximo) e D56 
com ausência nos outros dias (D42 e D84). Aexpressão do TGF-β foi inferior à de 
que IL-4 e IL-10, assim como a da IL-4 foi inferior em relação à IL-10 tendo-se 
observado uma correlação positiva entre estas (rs=1).  
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Figura 3.6. Expressão relativa das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4 e IL-10 pela 
medula óssea dos animais do grupo 373W nos dias D7, D42, D56 e D84 após 
inoculação. 
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Com excepção da IL-4 e IL-10, a expressão das demais citocinas pelas células 
hepáticas apresentou diferenças significativas entre elas (p<0.05) (Figura 3.7). 
Detectou-se uma correlação positiva entre a expressão de INF-γ e de IL-10, as quais 
apenas foram detectadas no D7, e entre o TNF-α e a IL-4. Apesar destas duas 
citocinas terem sido detectadas nos dias D7, D56 e D84, a expressão máxima ocorreu 
sete dias após inoculação.  
 
Figura 3.7. Expressão relativa das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4 e IL-10 pelo 
fígado dos animais do grupo 373W nos dias D7, D42, D56 e D84 após inoculação.  
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A expressão de IL-10 pelos esplenócitos correlacionou-se positivamente com 
a de TGF-β (rs=1) tendo sido máxima no D42 (Figura 3.8). As expressões de IL-4, 
TNF-α e iNOS apresentaram idêntica cinética ao longo do período de observação não 
apresentando diferenças significativas entre sí (p=0.051). 
 
Figura 3.8. Expressão relativa das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-10 e 
iNOS pelo baço dos animais do grupo 373W nos dias D7, D42, D56 e D84 após 
inoculação.  
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A expressão de TNF-α pelas células do sangue periférico apresentou uma 
correlação positiva com a de IL-4 (rs=1) (figura 3.9). Estas duas citocinas 
apresentaram ainda uma cinética de expressão semelhante à da TGF-β (p=0.051). 
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Figura 3.9. Expressão relativa das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF-β e IL-4 pelo sangue 
periférico dos animais do grupo 373W nos dias D7, D42, D56 e D84 após inoculação.  
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Não se verificou diferenças significativas nem correlação entre a expressão 
das citocinas e iNOS pelas células de ambas as orelhas e do gânglio linfático regional 
(Figura 3.10). 
 
Figura 3.10. Expressão relativa das citocinas TNF-α e TGF-β pela  orelha direita (a.), 
orelha esquerda (b.) e gânglio linfático regional (c.) dos animais do grupo 373W nos 
dias D7, D42, D56 e D84 após inoculação.  
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Grupo 373WSG 
No grupo 373WSG não se verificaram diferenças significativas entre a 
expressão das várias citocinas e iNOS em nenhum dos órgãos. Contudo, a expressão 
de IL-10 pelos hepatócitos apresentou uma correlação positiva com a expressão de 
IL-4 e TGF-β (rs=1) (Figura 3.11a). A correlação entre IL-10 e IL-4 também foi 
observada nas células esplénicas (rs=1) (Figura 3.11b). O pico de expressão destas 
duas citocinas pelas células do fígado ocorreu no D7 enquanto que a detecção 
máxima no baço foi no D56. A cinética da iNOS nos esplenócitos foi semelhante à do 
TNF-α, com o pico máximo no D84.  
 
b. 
c. 
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Relativamente às células do sangue periférico, a expressão de IFN-γ 
apresentou uma correlação positiva com a de IL-4 (rs=1) tendo sido ambas 
detectadas no D7 e D56 (Figura 3.12). 
 
 
Figura 3.11. Expressão relativa das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-10 e 
iNOS pelo fígado (a.) e baço (b.) dos animais do grupo 373WSG nos dias D7, D42, 
D56 e D84 após inoculação.  
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Figura 3.12. Expressão relativa das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-10 e 
iNOS pelo sangue periférico dos animais do grupo 373WSG nos dias D7, D42, D56 e 
D84 após inoculação.  
 
 
0
5
10
15
20
25
IFN-γ TNF-α TGF-β IL-4
E
x
pr
es
sã
o
 
re
la
tiv
a
373WSG-Sangue
D7 D42 D56 D84
 
 
A Figura 3.13 repressenta a expressão das citocinas produzidas pelas células 
das orelhas direita (a.) esquerda (b.) e gânglio regional (c.). 
 
Figura 3.13. Expressão relativa das citocinas TNF-α e TGF-β pela orelha direita (a.), 
esquerda (b.), gânglio linfático regional (c.) dos animais do grupo 373WSG nos dias 
D7, D42, D56 e D84 após inoculação.  
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A análise estatística realizada revelou ainda a existência de uma correlação 
positiva entre a cinética da carga parasitária (CP) do gânglio regional e a expressão de 
TGF-β (rs=1) e entre a cinética da CP da medula e a expressão de IL-10 (rs=1).  
Não se verificou correlação entre as citocinas expressas pelas células de 
ambas as orelhas. 
 
Grupo 373R160SG 
Nos órgãos dos animais deste grupo, tal como no 373WSG, não se detectaram 
diferenças significativas entre a expressão das diferentes citocinas ou iNOS em cada 
órgão e entre os diferentes órgãos. Não houve correlação entre a expressão de 
citocinas com a CP das orelhas, do gânglio e da medula óssea. 
c. 
b. 
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A expressão de TNF-α, nas células hepáticas (Figura 3.14a) e nos esplenócitos 
(Figura 3.14b), apresentou uma correlação negativa em relação à expressão de TGF-β 
e de IL-10, respectivamente (rs=1). Nos hepatócitos, a expressão de IL-10 estava 
correlacionada positivamente à de IL-4 e IFN-γ (rs=1). A cinética de expressão de 
IFN-γ pelas células do sangue periférico apresentou uma correlação positiva 
estatisticamente significativa com a cinética da IL-4 (rs=1) (Figura 3.14c). 
 
Figura 3.14. Expressão relativa das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-10 e 
iNOS pelo fígado (a.), baço (b.) e sangue periférico (c.) dos animais do grupo 
373R160SG nos dias D7, D42, D56 e D84 após inoculação.  
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A expressão de TGF-β pelas células esplénicas deste grupo de animais foi 
significativamente superior à dos grupos 373W e 373WSG. O pico de expressão desta 
citocina ocorreu no D7, aquando da detecção do maior número de parasitas no baço. 
 
A Figura 3.15 repressenta a expressão das citocinas produzidas pelas células 
das orelhas direita (a.) esquerda (b.), gânglio regional (c.) e medula óssea (d.) 
 
Figura 3.15. Expressão relativa das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4 e IL-10 
pela orelha direita (a.), esquerda (b.), gânglio linfático regional (c.) e medula óssea 
(d.) dos animais do grupo 373R160SG nos dias D7, D42, D56 e D84 após inoculação.  
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No quadro 3.1 está representado, de uma forma esquemática, a correlação 
entre a expressão média das citocinas produzidas pelas células dos diferentes órgãos 
dos animais necropsiados. 
 
Quadro 3.1. Correlação da expressão de citocinas pelas células dos diferentes órgãos 
dos três grupos de animais infectados com L. infantum. 
 
Órgão/Tecido 373W 373WSG 373R160SG
Orelha Direita s.c. s.c. s.c.
Orelha Esquerda s.c. s.c. s.c.
Gânglio s.c. s.c. s.c.
IL10 e IL4 (+)
IFNγ e IL10 (+)
TNFα e TGFβ (-)
TNFα e IL10 (-)
IL10 e IL4 (+) TNFα e TGFβ (-)
TNFα e iNOS (+) TNFα e IL10 (-)
Sangue TNFα e IL4 (+) IFNγ e IL4 (+) IFNγ e IL4 (+)
IFNγ e IL10 (+) s.c. s.c.
IFNγ e IL4 (+) s.c. s.c.
IL10 e IL4 (+) s.c. s.c.
IL10 e IL4 (+)
IL10 e TGFβ (+)
IL10 e TGF-β (+)
s.c.: sem correlação; (+): correlação positiva; (-): correlação negativa
Grupos de murganhos infectados com Leishmania infantum
Medula
Baço
Fígado
IFNγ e IL10 (+)
TNFα e IL10 (+)
 
 
A expressão das citocinas e iNOS dos restantes órgãos não foi determinada 
porque o gene constitutivo GAPDH não foi expresso.  
 
3.2.4.3. Produção de óxido nítrico 
A determinação da concentração de nitritos no sobrenadante das culturas de 
macrófagos peritoneais permitiu avaliar o estado de activação dos macrófagos.  
A produção de nitritos pelos macrófagos dos animais dos quatro grupos 
cultivados na ausência de estímulo externo, não ultrapasou as 2 mM, excepto no 
D112 (Figura 3.16a). Apesar de no D14 se ter observado a produção máxima de 
nitritos (4 mM) em resposta ao antigénio pelos macrófagos dos três grupos 
inoculados com o parasita, a activação das células também ocorreu nos D28, D56 e 
D112 (Figure 3.16b). No grupo C não houve valores de NO igual ou superior a 2 mM 
em resposta ao Ag ao longo de todo o período experimental. 
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As concentrações obtidas no grupo 373R160SG com estimulação de LPS e 
LPS+Ag foram superiores às observadas nos outros três grupos (Figuras 3.16c e 
3.16d). 
 
Figura 3.16. Produção de nitritos pelos macrófagos peritoneais dos murganhos dos 
grupos C, 373W, 373WSG e 373R160SG cultivados sem estimulação (a.) ou 
estimulados com antigénio parasitário (Ag) (b.), ou com lipofosfoglicano (LPS) (c.) 
ou com ambos (LPS+Ag) (d.) nos 112 dias após inoculação. 
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3.2.5. Determinação da susceptibilidade dos macrófagos peritoneais à 
anfotericina B 
Os macrófagos peritoneais dos animais dos diferentes grupos isolados no 
D112 foram infectados com promatigotas de L. infantum IMT373 tratados com 160 
ng/ml de anfotericina B (373R160) e incubados com diluições seriadas de AMB. 
Após 24 horas de incubação, recolheram-se os sobrenadantes para medição da 
produção de nitritos (Figura 3.17) e determinou-se a dose de fármaco necessária para 
inibir o crescimento dos parasitas em 50% (Figura 3.18). 
c. 
d. 
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Figura 3.17. Produção de nitritos pelos macrófagos peritoneais dos murganhos dos 
grupos C, 373W, 373WSG e 373R160SG recolhidos no 112º dia, infectados com L. 
infantum 373R160 e tratados com diluições seriadas de anfotericina B. 
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Os macrófagos peritoneais do grupo C produziram mais nitritos do que as 
células dos murganhos infectados com a concentração máxima de 5.77 µM observada 
nos macrófagos tratados com 200 ug/ml de AMB. 
 
Figura 3.18. Determinação do índice de inibição em 50% do crescimento dos 
parasitas na presença de anfotericina B em macrófagos peritoneais de BALB/c dos 
grupos C, 373W, 373WSG e 373R160SG recolhidos 112 dias após inoculação.  
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Os macrófagos dos animais do grupo 373R160SG foram os que necessitaram 
de uma maior concentração de anfotericina B para reduzir em 50% o crecimento dos 
parasitas. O IC50 dos grupos 373W e 373WSG foram semelhantes, apesar do grupo 
inoculado com saliva necessitar de uma dose inferior de fármaco.  
Os macrófagos do grupo C foram os que apresentaram o menor IC50, cerca de 
um quarto do valor do grupo 373R160SG. 
 
3.2.6. Observação clínica e mortalidade 
Nos D7 e D14 os animais dos grupos 373W, 373WSG e 373R160SG 
apresentaram linfoadenopatia regional (Figura 3.19). Não foi observado nenhum 
outro sinal clínico durante o resto do estudo. A taxa de mortalidade foi de 0 %. 
 
Figura 3.19. Linfoadenopatia regional observada 14 dias após inoculação. 
 
C. Maia
 
 
 
3.3. Discussão 
O largo espectro fenotípico das leishmanioses está dependente da espécie 
infectante, da resposta imunológica e das características genéticas do hospedeiro. O 
modelo murino tem contribuido para a compreensão dos mecanismos responsáveis 
pela patogénese e pela resposta imunitária à infecção por Leishmania.  
A distribuição do parasita no organismo, a resposta imunitária assim como o 
quadro clínico da doença são também influenciados pela via de inoculação e o 
número de parasitas inoculados (Titus & Ribeiro, 1988; Melby et al., 1998; Streit et 
al., 2001; Moreno et al., 2003; Rolão et al., 2004b). Nas infecções experimentais de 
leishmaniose visceral as vias endovenosa e intraperitoneal são as mais utilizadas para 
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inoculação dos parasitas (Miralles et al., 1994; Leclercq et al., 1996; Wilson 
&Weinstock, 1996; Bories et al., 1998; Rolão et al., 2004b, 2007). Embora as vias 
subcutânea (SC) e intradérmica (ID) sejam as mais próximas do que ocorre na 
natureza com a picada do vector, existem poucos estudos com a sua utilização. Melby 
et al. (1998) inocularam por via SC formas amastigotas de L. donovani (5x106/ 
animal) no membro posterior de BALB/c mas os parasitas apenas mostraram uma 
disseminação para os gânglios linfáticos regionais, não tendo sido encontradas 
leishmanias nos órgãos internos durante os 56 dias p.i.. Resultado semelhante foi 
obtido por Streit et al. (2001) após inoculação SC de formas promastigotas de L. 
infantum/L. chagasi (107/animal) no dorso dos murganhos. Esta via de inoculação foi, 
provavelmente, a responsável pelo controlo da infecção durante as 8 semanas de 
observação. Os esplenócitos dos animais infectados proliferaram em resposta ao 
antigénio de Leishmania e observou-se o desenvolvimento de uma resposta 
imunitária do tipo Th1 com aumento da expressão de ARNm de IFN-γ, IL-12 e iNOS 
e supressão da produção de TGF-β. Contudo, no trabalho realizado por Nuwayri-Salti 
et al. (1998) verificou-se a visceralização da infecção 13 meses após a inoculação SC 
de murganhos com promastigotas de L. donovani (7x106/ animal). 
No nosso estudo, a inoculação ID de 107 promastigotas por animal resultou na 
visceralização da infecção nos três grupos inoculados com L. infantum. Estes 
resultados estão de acordo com os obtidos por Ahmed et al. (2003) que observaram 
parasitas no fígado e baço de murganhos uma semana após a inoculação ID de L. 
infantum. A concentração de promastigotas utilizada deveu-se ao facto da maioria das 
infecções experimentais em modelo murino com espécies viscerotrópicas de 
Leishmania, assim como no único estudo a usar a via ID (Ahmed et al., 2003) 
utilizarem este número de parasitas (Olivier et al., 1989; Murray et al., 1991; Miralles 
et al., 1994; Wilson et al., 1998; Wilson et al., 2002; Rolão et al., 2007). A utilização 
de uma concentração diferente impediria a comparação dos nossos resultados com os 
dos outros autores.  
Neste estudo, os animais co-inoculados com promastigotas da estirpe 
selvagem de L. infantum e o extracto de uma glândula salivar (373WSG), 
visceralizaram uma semana após inoculação (p.i.) enquanto que o grupo inoculado 
apenas com os parasitas (373W), só apresentou disseminação para os órgãos internos 
no D56. Esta precocidade na visceralização da infecção poder-se-à dever à presença 
da saliva do vector, como demonstrado em outros estudos onde a co-inoculação de 
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parasitas com a saliva de flebótomos resultou na exacerbação da infecção (Titus & 
Ribeiro, 1988; Belkaid et al., 1998; Norsworthy et al., 2004; Kamhawi, 2006). 
Apesar da disseminação para os órgãos internos ter acontecido mais cedo do que no 
grupo 373W, não se detectaram diferenças significativas na carga parasitária (CP), 
entre os três grupos de animais infectados, ao longo do período de observação. 
Resultados idênticos foram obtidos por Ahmed et al. (2003) e Paranhos-Silva et al. 
(2003) ao co-inocularem murganhos e cães com L. infantum/L. chagasi e o extracto 
de uma glândula salivar de Phlebotomus perniciosus ou Lutzomyia longipalpis, 
respectivamente.  
 No presente trabalho, a inexistência de diferenças na gravidade da infecção 
entre os dois grupos pode ter sido causada por variações na composição salivar já 
observada anteriormente entre diferentes colónias de flebótomos da mesma espécie 
(Warburg et al., 1994; Volf et al., 2008). Infecções de diferentes modelos animais 
com flebótomos naturalmente infectados, ou com diferentes concentrações de 
extracto salivar e/ou com o gel secretado pelos promastigotas no interior do vector, 
poderão elucidar sobre os factores de virulência presentes na saliva responsáveis pela 
gravidade da infecção por Leishmania assim como a sua importância no 
desenvolvimento de produtos vacinais (Ahmed et al., 2003; Rogers et al., 2006; 
Bates, 2007; Kimblin et al., 2008). 
Em 1998, Mbongo et al. inocularam BALB/c, por via intraocular, com 108 
promastigotas de L. donovani resistentes à anfotericina B (AMB), mas apenas foram 
isolados parasitas no fígado e no baço dos animais do grupo controlo, inoculados com 
a estirpe selvagem. O nosso grupo co-inoculado com parasitas tratados com AMB e 
saliva (373R160SG) apresentou uma disseminação da infecção para os órgãos 
internos no D42, anterior à do grupo inoculado com a estirpe selvagem. A presença 
da saliva parecer ter facilitado a dispersão dos parasitas desde o local de inoculação 
até aos órgãos internos, contudo a visceralização foi mais lenta no grupo inoculado 
com promastigotas resistentes à anfotericina B do que nos animais co-inoculados com 
a estirpe selvagem e extracto de uma glândula salivar (373WSG). Esta atraso na 
propagação da infecção poderá ter sido devido à multiplicação mais lenta dos 
parasitas tratados com o fármaco. Al-Mohammed et al. (2005) observaram que o 
desenvolvimento de lesões cutâneas em murganhos inoculados com promastigotas de 
L. mexicana resistentes à AMB era mais demorado, e concluiram que esta diferença 
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se devia provavelmente à incapacidade dos amastigotas com o fenótipo de resistência 
se dividirem ao mesmo ritmo que os do grupo controlo.  
A CP no dia D7 no local de inoculação foi semelhante nos grupos 373W e 
373WSG apresentando uma concentração mais elevada de parasitas do que na orelha 
esquerda e do que o gânglio linfático. A elevada expressão de TNF-α nestes tecidos 
terá sido a responsável de não se ter amplificado DNA parasitário nesta região até ao 
fim de período experimental. No grupo 373R160SG não se detectaram parasitas no 
local de inoculação nem no gânglio regional no D7 provavelmente devido à expressão 
de TGF-β nestes tecidos ter sido menor do que a observada nos outros dois grupos 
infectados, traduzindo-se numa resposta mais eficiente do sistema imunitário, com 
controlo local da infecção. Sete dias após inoculação verificou-se ainda a presença de 
DNA parasitário no sangue periférico assim como nos órgãos internos dos animais do 
grupo 373WSG sendo a carga parasitária mais elevada na circulação sanguínea. A 
disseminação precoce da infecção para os órgãos internos poderá estar associada à 
saliva uma vez que é a única variável em relação ao grupo 373W. O facto de apenas 
os grupos co-inoculados com parasitas e saliva terem apresentado parasitemia reforça 
o observado por outros autores, de que as propriedades imunodepressoras dos 
componentes salivares favorecem a multiplicação dos parasitas (Rohousova & Volf, 
2006) e como nós verificámos a disseminação precoce para os órgãos internos.  
Na experiência efectuada por Ahmed et al. (2003), o gânglio linfático regional 
foi o órgão mais parasitado ao longo de todo o período de observação seguido do 
baço, fígado e pele. No nosso estudo, não se verificaram diferenças estatisticamente 
significativas na carga parasitária entre os diferentes órgãos analisados. Este 
resultado, assim como o obtido por Ahmed et al. (2003), foram contrários aos obtidos 
por outros autores que sugerem o baço como o órgão mais susceptível à multiplicação 
dos parasitas de estirpes viscerotrópicas (Engwerda et al., 1998; Wilson et al., 1998; 
Ahmed et al., 2003; Riça-Capela et al., 2003; Rolão et al., 2007). Mesmo em 
infecções experimentais que utilizem a mesma espécie de Leishmania, o mesmo 
modelo animal e o mesmo tipo de inoculação, a evolução do parasitismo pode ser 
influenciada pela virulência da estirpe utilizada ou mesmo do isolado utilizado. De 
facto, é hoje aceite que cada isolado de Leishmania possui uma estrutura policlonal, 
constituída por populações heterogéneas de diferente virulência e, consequentemente, 
com distinta capacidade de estabelecer a infecção (Garin et al., 2001; Mendez et al., 
2001). 
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Em todos os grupos a CP nas orelhas e gânglio diminuiu ao longo do tempo de 
infecção excepto no grupo 373R160SG onde foram observados parasitas na orelha 
esquerda dois meses p.i. (D56). A presença de parasitas tratados com AMB na pele 
permite levantar a hipótese de estes possuirem uma maior capacidade de adaptação ao 
hospedeiro, favorecendo a sua transmissão ao vector. Pelo que a transmissão de 
parasitas tratados com anfotericina poderá ocorrer na Natureza. 
Não se isolou o parasita por cultura de amostras de baço e de fígado 
recolhidas dos murganhos dos quatro grupos ao longo dos 112 dias p.i.. Uma vez 
mais a sensibilidade desta técnica foi inferior à técnica molecular. Apesar de ter sido 
utilizada a técnica de qRT-PCR para detecção de parasitas, nos dias D14, D28, D84 e 
D112 não foi amplificado DNA parasitário nos animais sacrificados. Embora a 
distribuição das leishmanias nos tecidos não seja homogénea, este problema foi 
obviado pela maceração dos órgãos previamente à extracção de DNA. Uma 
explicação para a ausência de DNA parasitário poderá ser o alojamento dos parasitas 
em tecidos que não foram analisados como por exemplo pele e gânglios linfáticos de 
outras regiões anatómicas.  
Para avaliar a resposta imunitária humoral foi realizado neste trabalho a 
pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pela técnica de contraimunoelectroforese no 
soro dos animais dos quatro grupos estudados não tendo sido detectados em nenhum 
dos murganhos utilizados no estudo. Zovein et al. (1984) infectaram murganhos, por 
via SC, com L. donovani e associaram a não produção de títulos significativos de 
anticorpos ao não desenvolvimento de lesões no local de inoculação durante todo o 
período experimental (22 semanas). Paranhos-Silva et al. (2003) obtiveram resultados 
idênticos ao inocularem Beagle com L. infantum/L. chagasi por via intradérmica, não 
detectando anticorpos específicos no soro destes animais durante todo o período de 
experimentação. Contudo, tal como no nosso estudo, detectaram DNA parasitário nos 
órgãos internos. Tal como ocorre na leishmaniose visceral humana e canina, a maioria 
dos indivíduos expostos ao parasita conseguem controlar a infecção não apresentando 
sinais clínicos e permanecendo seronegativos. Num inquérito epidemiológico 
realizado por Solano-Gallego et al. (2001b), em 63% dos cães com PCR positivo, 
apenas 26% eram seropositivos e 13% apresentavam sintomatologia.  
O estudo de proliferação linfocitária realizado demonstrou que, tal como 
observado no modelo canino, não houve imunossupressão dos linfócitos esplénicos 
devido à infecção. A resposta celular manteve-se positiva de forma intermitente ao 
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longo do estudo e, esteve relacionada com a não detecção de parasitas, excepto no 
D56. Os nosso resultados contrastam com os de outros autores, onde as células dos 
órgãos internos infectados dos modelos roedores não proliferaram em resposta ao 
antigénio específico (Riça-Capela et al., 2003; Rolão et al., 2007).  A resposta 
proliferativa ao antigénio no D56 poderá ser responsável pela não detecção de 
parasitas nos dias seguintes (D84 e D112); o mesmo se verificou entre os dias D14 e 
D56 (grupos 373W e 373WSG), e entre os dias D14 e D42 (grupo 373R160SG). A 
não detecção de parasitas nesses dias poderá também estar relacionada com a maior 
produção de NO observada pelos macrófagos peritoneais em resposta ao antigénio.  
No fim do período de observação, os macrófagos peritoneias dos quatro 
grupos foram infectados, in vitro, com a estirpe 373R160 e tratados com AMB. As 
células de todos os grupos foram permissivas à infecção com esta estirpe, resultado 
idêntico ao obtidos por Mbongo et al. (1998) ao infectar o mesmo tipo de células com 
promastigotas de L. donovani resistentes à AMB. Apesar de Gazola et al. (2001) 
concluirem que as estirpes sensíveis aos fármacos têm uma maior infecciosidade que 
as estirpes resistentes, no nosso estudo a permissividade (75.00%)  dos macrófagos 
peritoneais infectados e não tratados dos diferentes grupos não foi diferente da obtida 
num estudo prévio (71.33%) com a estirpe selvagem IMT373 (Maia et al., 2007c). 
O fenótipo de resistência desta estirpe foi determinado através do índice de 
inibição de crescimento (IC50) em função da sobrevivência dos parasitas após 
tratamento dos macrófagos com AMB. As células do grupo controlo foram as que 
necessitaram de uma menor dose de AMB para reduzir em 50% o número de 
parasitas viáveis enquanto que os macrófagos dos animais do grupo 373R160SG 
foram os que necessitaram de mais fármaco para reduzir para metade o número de 
amastigotas. Mbongo et al. (1998) também necessitou de mais  fármaco para reduzir 
o  número de parasitas resistentes à AMB no interior dos macrófagos peritoneais. De 
modo a verificar se o IC50 estava associado à produção de NO, a concentração de 
nitritos pelos macrófagos dos quatro grupos foi avaliada, tendo sido superior nas 
células tratadas com AMB. O grupo com menor IC50 foi o que produziu mais 
nitritos, demonstrando que as células sem contacto prévio com o parasita têm maior 
capacidade de activação das funções leishmanicidas, e deste modo, com uma maior 
capacidade de controlar a infecção. O aumento da produção de NO pelos macrófagos 
tratados com AMB já tinha sido observado por Sokol-Anderson et al. (1986) e 
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Mozaffarian et al. (1997) após infecção in vitro de macrófagos com Candida albicans 
e Cryptococcus neoformans, respectivamente.  
A diversidade das formas clínicas que a leishmaniose apresenta tem 
contribuído para o conceito de que o quadro clínico é consequência da resposta 
imunitária desenvolvida pelo hospedeiro (Farrell, 2002).  
Os animais dos três grupos infectados estudados parecem ter desenvolvido nos 
diferentes órgãos uma resposta mista do tipo Th1/Treg, Th2/Treg ou Th1/Th2/Treg, 
com produção simultânea de citocinas associadas a ambos os tipos de resposta imune. 
O mesmo foi verificado por Rolão et al. (2007).  
No presente estudo, o aumento de expressão das citocinas e iNOS esteve 
relacionado com o aumento da carga parasitaria. Verificou-se uma correlação positiva 
entre a expressão de IL-4 e de IL-10, pelos hepatócitos dos grupos de muganhos co-
inoculados com o extracto salivar, assim como, pelos esplenócitos do grupo 373WSG 
e as células medulares do grupo 373W.  
A associação entre a expressão e produção destas duas citocinas tem vindo a 
ser descrita em vários trabalhos realizados em infecções experimentais no modelo 
murino, sendo ambas as citocinas sintetizadas pela subpopulação celular do tipo Th2 
(Reed & Scott, 1993; Miralles et al., 1994; Wilson et al., 2002). Embora em 
infecções experimentais com L. major esteja bem documentado que a expansão da 
subpopulação Th2, com produção de IL-4 e IL-10, inibe uma resposta do tipo Th1, no 
presente estudo, observou-se uma correlação positiva entre a expressão de IL-4 e a de 
INF-γ no sangue dos grupos 373WSG e 373R160SG e nas células medulares do 
grupo 373W. A regressão dos sintomas na LV humana foi associada à presença de 
ambas as citocinas (Liew & O’Donnell, 1993). Nas células sanguíneas e hepáticas do 
grupo 373W também se detectou a associação entre IL-4 e TNF-α. Estas duas 
citocinas são cruciais na resolução local da infecção hepática ao promoverem a 
formação de granulomas: a TNF-α recruta leucócitos para o tecido hepático enquanto 
que a IL-4 é responsável pela activação das células T CD8+, as quais, por sua vez 
permitem a manutenção de uma protecção duradoura contra re-infecções (Stager et 
al., 2003; Stanley & Engwerda, 2007). 
A expressão de IL-10 e de IFN-γ pelas células hepáticas dos grupos 
373R160SG e 373W assim como pelas células medulares deste último, nos mesmos 
dias de colheita poderá ser explicada pelo efeito compensatório da IL-10 em relação à 
produção de IFN-γ. De facto, a produção de citocinas do tipo Th1/Treg pode, por 
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vezes, estar associada não a funções efectoras, mas sim de regulação da resposta 
imune, como forma de limitar as consequências adversas da imunidade protectora 
mediada pelas células do tipo Th1 (Abbas et al., 1996; Belkaid et al., 2002). 
Foi descrito que valores elevados de TNF-α no baço associados à indução da 
expressão de IL-10, contribuem para o estabelecimento e cronicidade da infecção 
(Stanley & Engwerda, 2007). A correlação negativa observada entre a expressão 
destas duas citocinas poderá ter sido a responsável pelo controlo e posterior 
eliminação dos parasitas pelos três grupos. Contudo, nas células do baço e fígado do 
grupo 373R160SG também se observou uma correlação negativa entre a expressão do 
TNF-α e a de TGF-β. Neste grupo, a expressão pelos esplenócitos desta citocina 
imunossupressora da resposta Th1 foi significativamente superior à dos grupos 373W 
e 373WSG, contribuindo, provavelmente, para que o baço deste grupo 373R160SG 
fosse o órgão mais parasitado.  
Neste estudo observou-se ainda que, os valores mais elevados de carga 
parasitária nos órgãos dos diferentes grupos infectados ocorreram nos dias em que 
foram detectados os valores mais elevados de TGF-β. Esta associação, também 
observada em infecções por L. infantum/L. chagasi (Wilson et al., 1998; Gantt et al., 
2003; Rolão, 2004) e L. donovani (Melby et al., 2001), sugere o envolvimento desta 
citocina no favorecimento da capacidade de multiplicação do parasita, provavelmente 
através da inibição do desenvolvimento de uma resposta celular do tipo Th1.   
Estudos experimentais de infecção por L. donovani e L. infantum no modelo 
murino têm demonstrado a coexistência de valores elevados de produção e expressão 
de IFN-γ com elevado parasitismo (Miralles et al., 1994; Wilson et al., 1996; 
Rousseau et al., 2001; Ahmed et al., 2003; Rolão, 2004). No entanto, no nosso estudo 
o IFN-γ foi, com excepção nas células da medula do grupo 373WSG, mais expresso 
na ausência do parasita. As reduções observadas na carga parasitária dos animais 
deste estudo poderão ser explicadas então, pelo aumento do IFN-γ, que é conhecido 
como um dos principais activadores dos macrófagos para a destruição dos parasitas 
através da activação da iNOS e consequente produção de óxido nítrico (Farrell, 
2002). Este resultado está mais de acordo com o observado em infecções 
experimentais com espécies dermotrópicas, onde tem sido descrito que, em estirpes 
de ratinhos resistentes à infecção, a valores elevados de IFN-γ correspondem níveis 
reduzidos de parasitas (Rogers et al., 2002). A expressão de iNOS pelos esplenócitos 
foi maior nos dias em que se amplificou DNA de Leishmania a partir das amostras de 
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baço dos fiferentes grupos, não sendo expressa a partir do D84. O aumento da 
expressão de iNOS no gânglio e no baço em resposta à infecção por L. donovani 
também ocorreu no estudo realizado por Melby et al. (1998). Zafra et al. (2008) 
observaram que o aumento da expressão de iNOS pelos macrófagos caninos se 
encontrava associado a um menor número de amastigotas no interior das células e a 
um controlo da disseminação da infecção.  
Carvalho et al. (1992) associaram a presença de IFN-γ no sangue de crianças 
infectadas com L. chagasi/L. infantum como marcador de doença activa. No nosso 
estudo, o IFN-γ foi expresso do sangue dos animais dos diferentes grupos apenas nos 
dias em que se detectou DNA parasitário. Considerando os resultados do modelo 
murino e o que ocorreu na leishmaniose humana, pode-se concluir que a 
determinação da expressão de INF-γ neste tecido pode ser utilizada como valor 
prognóstico da evolução da infecção.  
Ao longo da maior parte do período experimental verificou-se que a expressão 
de citocinas pelos diferentes órgãos nos três grupos de murganhos infectados sugere o 
desenvolvimento de respostas celulares mistas Th1/Th2/Treg, tal como observado por 
outros autores (Melby et al., 1998; Stanley & Engwerda, 2007; Rolão et al., 2007). 
Tendo em conta que a resposta imunitária foi focalizada para cada órgão e diferente 
entre os órgãos, pode-se concluir que a avaliação de uma resposta à infecção por L. 
infantum deve ser determinada nos diferentes locais. A partir do D84 não se 
detectaram parasitas em nenhum dos três grupos infectados. Tendo em conta que o 
TNF-α é conhecido como um dos principais activadores dos macrófagos na 
destruição dos parasitas através da activação da iNOS e consequente produção de 
óxido nítrico (Farrell, 2002), o controlo da infecção nos diferentes tecidos poderá ser 
explicado pelo presença do TNF-α, que foi a citocina mais expressa em todos os 
órgãos nesse dia.  
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4. Estudo comportamental da estirpe de L. infantum tratada 
com anfotericina B nos vectores P. perniciosus e Lutzomyia 
longipalpis 
O vector de L. infantum(L. chagasi no Novo Mundo é Lutzomyia longipalpis 
enquanto que no Velho Mundo várias espécies de flebótomos do subgénero 
Larroussious, tal como Phlebotomus perniciosus, são responsáveis pela sua 
transmissão (Killick-Kendrick, 1999).  
 
4.1. Material e Métodos 
Este estudo foi realizado durante um estágio no Laboratório de Parasitologia 
da Faculty of Science, Charles University, Praga, República Checa sob orientação do 
Prof. Petr Volf e com a colaboração da Doutora Jovana Sadlová e da doutoranda 
Lucie Jecna.  
As infecções experimentais foram repetidas duas vezes. 
 
4.1.1. Preparação da membrana de pinto para alimentação artificial de fêmeas 
de flebótomos 
4.1.1.1. Animais 
Foram utilizados pintos (Gallus gallus domesticus) com 1 a 3 dias de idade. 
Após remoção das penas, a pele ventral foi desbridada  e em seguida repetiu-se o 
processo na pele dorsal. A pele foi então colocada numa placa de Petri e lavada três 
vezes: a primeira com etanol a 70%, a segunda com etanol absoluto e a última 
lavagem  com H2O destilada autoclavada. Cada lavagem teve a duração de 10 
minutos. 
 
4.1.2. Infecção de flebótomos com promastigotas de L. infantum tratados ou não 
com anfotericina B 
4.1.2.1. Parasitas 
Os parasitas utilizados para a infecção dos flebótomos foram os descritos em 
2.2: promatigotas da estirpe selvagem (373W) e promastigotas tratados com 160 
ng/ml de anfotericina B (373R160). 
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 Para a alimentação artificial dos flebotomíneos foram utilizados 
promastigotas no 4º dia da fase logarítmica de crescimento a uma concentração de 107 
parasitas/ml. O sedimento foi ressuspendido em soro fisiológico após ter sido lavado 
três vezes para remoção dos antibióticos existentes no meio de cultura.  
 
4.1.2.2. Flebótomos 
As colónias de Phlebotomus perniciosus e de Lutzomyia longipalpis foram 
mantidas no insectário do laboratório de Parasitologia. 
Foram utilizadas 400 fêmeas de flebótomo no total, 100 de cada espécie por 
fenótipo de L. infantum. No dia anterior à alimentação artificial os algodões 
embebidos numa solução a 50% de sacarose e mel, suplementados com penicilina, 
foram removidos. 
 
4.1.2.3. Infecção dos flebótomos por alimentação artificial 
A alimentação foi realizada segundo descrito por Tesh & Modi (1984). 
Resumidamente, a membrana de pinto foi colocada na base do alimentador de vidro. 
Após verificar a inexistência de orificios, adicionaram-se os promastigotas diluidos 
em 4 ml de sangue de coelho desfibrinado, previamente inactivado a +56ºC durante 
30 minutos. De seguida o alimentador foi preso ao suporte e ligado à circulação 
externa do banho Maria. Após verificar que o fluxo e o aquecimento do sangue a 
+37ºC se fazia sem interrupções, o alimentador foi colocado no interior da gaiola com 
os flebotomíneos. Permitiu-se que as  fêmeas se alimentassem durante 1 hora. 
Após alimentação voltou-se a colocar algodões embebidos em sacarose ou em 
mel, suplementados com penicilina, na gaiola para as fêmeas que não se alimentaram 
e para os machos. 
 
4.1.3. Determinação da percentagem e intensidade da infecção  
De modo a determinar a percentagem de infecção, dois dias após a refeição 
artificial, procedeu-se à disseção de várias fêmeas em tampão PBS. O aparelho 
digestivo foi removido e a membrana peritrófica perfurada para observação ao 
microscópio óptico da presença e localização dos parasitas. A intensidade da infecção 
foi determinada seguindo os critérios descritos por Cihakova & Volf (1997): infecção 
ligeira (<100 parasitas/intestino); moderada (100-500); intensa (500-1000) e muito 
intensa (>1000). 
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Dez dias após a refeição artificial procedeu-se à disseção* de todas as fêmeas 
sobreviventes de modo a determinar a taxa de infecção após digestão da refeição 
sanguínea. O aparelho digestivo foi removido e observado ao microscópio óptico para 
determinar a intensidade da infecção assim como a localização dos parasitas. 
Consideraram-se infectantes as fêmeas em que houve colonização da válvula 
estemodeal pelos promastigotas, isto é, quando foram observadas formas haptomonas 
aderentes entre si e à cutícula da válvula assim como promastigotas metacíclicos 
posicionados nessa região. 
 
 
4.2. Resultados 
4.2.1. Percentagem e intensidade da infecção dois dias após refeição artificial 
Dois dias após a refeição artificial, procedeu-se à disseção de várias fêmeas. 
As fêmeas de P. perniciosus e L. longipalpis alimentadas com a estirpe selvagem de 
L. infantum IMT373 (373W) apresentaram uma percentagem de infecção de 80.0% e 
65.38%, enquanto que o número de exemplares infectados com a estirpe tratada com 
160 ng/ml de anfotericina B (373R160) foi de 12.5% e 19.23%, respectivamente 
(Figura 4.1). 
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Figura 4.1. Percentagem e intensidade da infecção dois dias após a refeição 
sanguínea de fêmeas Lutzomyia longipalpis (a.) e Phlebotomus perniciosus (b.) 
alimentadas com a estirpe selvagem de Leishmania infantum IMT373 (373W) e com 
a estirpe tratada com 160 ng/ml de anfotericina B (373R160). 
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Todas as fêmeas de P. perniciosus e 76.47% dos exemplares de L. longipalpis 
infectadas com a estirpe 373W e apresentavam mais de 1000 parasitas no seu 
estômago, enquanto que a intensidade de infecção com a estirpe 373R160 foi menor 
(< 100 parasitas) para ambas as espécies de flebótomos.  
Dois dias após infecção a maioria das formas promastigotas de ambos os 
fenótipos de Leishmania localizavam-se, nos vectores, no interior da membrana 
peritrófica (Figura 4.2). Contudo, no caso da L. longipalpis, 29.41% dos parasitas da 
estirpe 373W já se encontravam na válvula estemodeal (Figura 4.3). 
a. 
b. 
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Figura 4.2. Localização dos promastigotas da estirpe selvagem de Leishmania 
infantum IMT373 (373W) e da estirpe tratada com 160 ng/ml de anfotericina B 
(373R160) no interior das fêmeas Lutzomyia longipalpis (a.) e Phlebotomus 
perniciosus (b.) dois dias após a refeição sanguínea. 
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Figura 4.3. Formas promastigotas de Leishmania infantum 373W na válvula 
estemodeal de Lutzomyia longipalpis dois dias após alimentação artificial. 
 
C. Maia
 
 
 
4.2.2. Percentagem e intensidade da infecção dez após refeição artificial 
Dez dias após a refeição sanguínea, mais de metade das fêmeas de L. 
longipalpis (69.81%) e de P. perniciosus (56.1%) encontravam-se infectadas com a 
estirpe 373W; a intensidade da infecção foi novamente muito elevada para as espécies 
de flebótomos do Novo e do Velho Mundo, 91.90 e 95.65%, respectivamente (Figura 
4.4). Ambas as espécies vectoras se encontravam pouco infectadas com a estirpe 
373R160. Apesar da baixa percentagem de infecção (15.25% L. longipalpis, 4.55% P. 
perniciosus), 22.22% das fêmeas L. longipalpis infectadas apresentaram mais de 1000 
parasitas e 77.78% das fêmeas apresentavam menos de 100 promastigotas no seu 
estômago, enquanto que os exemplares de P. perniciosus apresentaram intensidade 
elevada (55,66%). 
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Figura 4.4. Percentagem e intensidade da infecção dez dias após a refeição sanguínea 
de fêmeas Lutzomyia longipalpis (a.) e Phlebotomus perniciosus (b.) alimentadas 
com a estirpe selvagem de Leishmania infantum IMT373 (373W) e com a estirpe 
tratada com 160 ng/ml de anfotericina B (373R160). 
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No final da experiência, a localização das formas parasitárias nas duas 
espécies flebotomíneas não foi totalmente concordante. Nas fêmeas P. perniciosus 
infectadas com a estirpe 373W, a maior parte dos parasitas de estirpe 373W 
localizava-se na válvula estomodeal (95.65%) com 73.91% de colonização (Figura 
4.5), enquanto que no caso de L. longipalpis 35.0% dos promastigotas encontravam-
se nos estômagos torácico e abdominal e a colonização da válvula estemodeal foi de 
51.35%.  
a. 
b. 
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Figura 4.5. Formas promastigotas de L. infantum 373W na válvula estemodeal de 
Lutzomyia longipalpis dez dias após alimentação artificial. 
 
C. Maia
 
 
Nas fêmeas P. perniciosus infectadas com a estirpe 373R160, apenas foram 
encontrados parasitas no estômago abdominal. Esta localização também foi a 
observada em 70.0% dos exemplares L. longipalpis. Apesar de 10.0% dos 
promastigotas se localizarem na válvula estemodeal, não se observou colonização em 
nenhuma das fêmeas (Figura 4.6). 
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Figura 4.6. Localização dos promastigotas da estirpe selvagem de L. infantum 
IMT373 (373W) e da estirpe tratada com 160 ng/ml de anfotericina B (373R160) no 
interior das fêmeas Lutzomyia longipalpis (a.) e Phlebotomus perniciosus (b.) dez 
dias após a refeição sanguínea. 
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4.3. Discussão 
Após se verificar que a estirpe de L. infantum tratada com AMB tinha a 
capacidade de infectar e visceralizar no modelo murino, o seu comportamento em 
dois dos principais vectores de L. infantum, L. longipalpis e P. perniciosus, foi 
analisado.  
Apesar de ambas estirpes, selvagem IMT373 (373W) e tratada com 160ng/ml 
de anfotericina B (373R160), se terem desenvolvido nos vectores, os seus 
comportamentos foram diferentes. As diferenças observadas entre o comportamento 
das duas estirpes de Leishmania não foram resultantes de variáveis externas ao estudo 
tais como idade das fêmeas, lote de sangue, período de alimentação, condições de 
manutenção das colónias, uma vez que ambas as experiências foram feitas em 
paralelo.  
As fêmeas L. longipalpis e P. perniciosus apresentaram antes e após digestão 
da refeição sanguínea, uma elevada percentagem de infecção com a estirpe 373W 
(56.1 a 80.0%) assim como uma elevada intensidade de infecção (parasitas >1000) 
por exemplar. Estes resultados estão de acordo com os obtidos em outros estudos 
(Pozio et al., 1985; Volf et al., 2007). Um dos factores que determinam se uma 
espécie de flebótomo é vector de Leishmania, é a persistência de promastigotas no 
seu interior, após a digestão da refeição sanguínea (Sacks & Kamhawi, 2001). Neste 
estudo, os parasitas permaneceram após a digestão e a colonização da válvula 
estemodeal ocorreu na maior parte das fêmeas infectadas, confirmando que estas duas 
espécies de flebótomos são vectores competentes de L. infantum (Killicki-Kendrick, 
1999). 
Embora Al-Mohammed et al. (2005) sugiram que as alterações fenotípicas e 
bioquímicas observadas nos promastigotas resistentes (tratados com Anfotericina B) à 
AMB impedem a infecção dos flebótomos e o subsequente desenvolvimento dos 
parasitas no seu interior, no nosso estudo, ambos vectores ficaram infectados com a 
estirpe tratada com AMB, apesar da percentagem e intensidade da infecção terem 
sido inferiores (4.55 a 19.23%) ao que aconteceu com a estirpe não tratada. A baixa 
percentagem e intensidade de infecção verificadas podem dever-se a alterações da 
composição química dos esteróis da membrana nos parasitas resistentes à AMB, as 
quais inibem algumas funções dos seus receptores. Estas alterações membranares 
podem ser responsáveis por uma maior susceptibilidade à acção das enzimas 
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proteolíticas do aparelho digestivo dos flebótomos (Sacks & Kamhawi, 2001), por 
uma menor capacidade de evasão através da membrana peritrófica, como 
consequência de uma deficiente produção da enzima quitinase (Schlein et al., 1991), 
assim como pela diminuição ou impedimento de ligação dos parasitas aos receptores 
intestinais do vector (Pimenta et al., 1992). 
Embora no décimo dia de experimentação, 15.25% das fêmeas de L. 
longipalpis se encontrassem infectadas, a maior parte dos parasitas situava-se no 
estômago abdominal. O facto de nenhuma das fêmeas apresentar colonização da 
válvula estemodeal, apesar de 10% apresentar promastigotas nessa região, dever-se-à 
provavelmente a um desenvolvimento mais lento dos parasitas no interior do vector, 
tal como observado in vitro por Mbongo et al. (1998) com os promastigotas de L. 
donovani resistentes à AMB.  
Apesar de não se terem realizado ensaios de transmissão, a migração dos 
promastigotas para a válvula estemodeal sugere que a sua transmissão durante a 
picada do vector pode ocorrer na Natureza (Tesh & Modi, 1984). De modo a verificar 
se os promastigotas, tratados com AMB, presentes na válvula estemodeal teriam 
capacidade de a colonizar, em estudos futuros dever-se-ia proporcionar o 
desenvolvimento dos parasitas no interior das fêmeas após a refeição artificial, 
durante um período de tempo mais longo.  
Por último, a menor capacidade dos parasitas tratados com AMB 
permanecerem no interior do vector assim como o seu desenvolvimento mais lento 
apontam para uma menor capacidade de estirpes resistentes a este fármaco serem 
transmitidas na Natureza, pelo que o tratamento dos parasitas com AMB poderá ser 
favorável à prevenção e controlo através do bloqueio do ciclo de vida do parasita. 
 
 CAPÍTULO V 
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5. Estudos de susceptibilidade de Leishmania a fármacos 
 
Como a farmacoterapêutica das leishmanioses humana e canina utiliza os 
mesmos agentes, a exposição do parasita ao fármaco pode ser muito prolongada 
devido ao tratamento do reservatório animal, podendo promover assim a selecção de 
mutantes resistentes.  
A inexistência de uma terapia eficaz é particularmente acentuada nos cães e 
nos doentes co-infectados com Leishmania/HIV, constituindo estes dois grupos o 
reservatório dos parasitas responsáveis pela leishmaniose humana zoonótica. Em 
Portugal, nos últimos anos, tem vindo a aumentar a prevalência da leishmaniose 
canina a qual se encontra disseminada por todo o país, também novos casos de co-
infecção continuam a verificar-se pelo que se torna premente um conhecimento 
aprofundado dos mecanismos da falência do tratamento. 
A monitorização da resistência aos fármacos requer metodologias capazes de 
determinar a sensibilidade dos isolados do parasita assim como os marcadores 
moleculares que indicam as alterações no alvo do fármaco ou os mecanismos que 
alteram a concentração do mesmo no interior do parasita (Croft, 2001). 
 
5.1. Material e Métodos 
5.1.1. Fármacos utilizados 
Glucantime® - antimonio-N-metil-glutamina, Rhône Mérieux, Portugal 
Fungizone® - anfotericina B, Briston Myers Squibb, Portugal 
Miltefosine – hexadecifosfocolina, Zentaris, Alemanha 
Alopurinol - pirazolopirimidina, Atral-Cipan, Portugal 
 
5.1.2. Estirpes de Leishmania utilizadas  
As estirpes caninas utilizadas neste estudo foram obtidas por método activo 
em clínicas veterinárias e canis municipais da região de Lisboa. A obtenção de 
estirpes humanas foi por método passivo, tendo sido recebidas as amostras clínicas 
para a Unidade de Leishmanioses pelos Hospitais para identificação do parasita. 
Todas as estirpes utilizadas (Quadro 5.1) foram isoladas de formas clínicas viscerais. 
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Quadro 5.1. Caracterização das estirpes de Leishmania utilizadas no estudo. 
Estirpe Proveniência Espécie de Leishmania Observações
MCAN/PT/05/IMT-373 Canídeo L. infantum  MON-1 Sem tratamento
MCAN/PT/04/IMT-352 Canídeo L. infantum  MON-1 Após tratamento com alopurinol  levamisol
MHOM/PT/88/IMT-151 Humano imunocompetente L. infantum  MON-1 Sem tratamento
MHOM/PT/93/IMT-184 Humano imunodeprimido L. infantum  MON-1 Sem tratamento
MHOM/PT/94/IMT-211 Humano imunodeprimido L. major + L. infantum Após tratamento com Fungizone® e Glucantime® 
MHOM/PT/05/IMT-369 Humano imunocompetente L. infantum  MON-1 Após falha terapêutica com Glucantime® 
 
 
O objectivo deste estudo foi desenvolver um modelo in vitro para o estudo da 
susceptibilidade de L. infantum aos fármacos utilizados actualmente na terapêutica da 
leishmaniose visceral em Portugal.  
 
5.1.3. Optimização do sistema de promastigotas axénicos  
Os promastigotas da estirpe IMT151 foram obtidos como descrito em 2.2.1.2. 
Os parasitas com mais de cinco subculturas in vitro, foram recolhidos na fase 
estacionária da curva de crescimento, de forma a obter o número máximo de 
promastigotas. A contagem de parasitas por microscopia óptica foi efectuada em 
câmara de Neubauer. 
Para optimização deste sistema foram testadas diversas técnicas utilizando 
diferentes concentrações dos fármacos, de parasitas, bem como diferentes tempos de 
incubação.  
 
5.1.3.1. Contagem por microscopia óptica do número de promastigotas viáveis 
Foram colocados em microplacas de 96 poços, fundo em U, 100 µl/poço de 
promastigotas, aos quais foram adicionados 100 µl/poço de fármaco, em diluições 
seriadas de 1:2. De seguida, as placas foram incubadas a +26ºC durante 48 horas. 
 
5.1.3.2. Actividade da fosfatase ácida 
Esta técnica consiste na quantificação da fosfatase ácida libertada para o 
sobrenadante após lise da membrana plasmática das parasitas viáveis (Bodley et al., 
1995; Carrió et al., 2000). 
Os promastigotas foram colocados nas condições referidas em 5.2.3.1.1.2. 
Após as 48 horas de incubação, removeram-se 40 µl de cada poço para uma nova 
microplaca de 96 poços, fundo plano, e adicionaram-se 100 µl/poço de tampão citrato 
de sódio (90mM, Sigma) com 1% de triton-100X, pH 4,8 de modo a lisar as células e 
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100 µl/poço de p-nitrofenil fosfatase (10 mM, Sigma). Estas placas foram, 
posteriormente, incubadas a +37ºC num ambiente húmido durante 2 horas. 
Para o bloqueio da reacção enzimática adicionou-se 60 µl/poço de NaOH 1M 
e determinou-se a absorvância em 405 nm em espectrofotómetro. 
 
5.1.3.3. Actividade da lactato desidrogenase (“Cytotoxicity Detection Kit plus”, 
Roche Diagnostics GmbH) 
Esta técnica consiste na quantificação do LDH libertado para o sobrenadante 
após ruptura da membrana plasmática das células metabolicamente activas (viáveis). 
Foram colocados em microplacas de 96 poços, fundo plano, 50 µl/poço de 
promastigotas, aos quais foram adicionados 50 µl/poço de fármaco, em diluições 
seriadas de 1:2. Em seguida, foi a incubar a +26ºC durante 24 horas. Após incubação 
adicionaram-se 100µl da mistura de reacção (mistura de NAD+ e diaforase com 
cloreto de iodotetrazolium e lactato de sódio) por poço e incubou-se 30 minutos à 
temperatura ambiente, protegendo a placa da luz com papel de prata. Para o bloqueio 
da reacção enzimática adicionaram-se 50 µl/poço da solução bloqueadora do teste 
rápido e agitou-se a placa durante 10 segundos A absorvância foi determinada em 492 
nm em espectrofotómetro. 
 
5.1.3.4. XTT (“Cell proliferation Kit II”, Roche Diagnostics GmbH) 
Esta técnica consiste na ruptura da molécula do sal de tetrazolium amarelo 
pelas desidrogenases mitocondriais das células metabolicamente activas (viáveis) 
formando um produto alaranjado que é directamente quantificável.  
Os promastigotas foram colocados nas condições referidas em 5.2.3.1.1.4. De 
seguida, as placas foram incubadas a +26ºC durante 48 horas. Após a incubação 
adicionou-se 50 µl/poço da mistura de XTT (49µl XTT + 1µl “electron coupling 
reagent”) e incubou-se a placa a 37ºC durante 6h. A absorvância foi lida de 2 em 2 
horas  no comprimento de onda de 450 nm. 
 
5.1.3.5. Actividade do PicoGreen®  
O Picogreen® (Invitrogen) é um fluorocromo ultrasensível que se intercala 
nas cadeias duplas de DNA (dsDNA). A fluorescência deste composto quando ligado 
às dsDNA é mais de 1000 vezes superior do que quando em solução. O método 
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possibilita a detecção de quantidades tão baixas como 25 pg/mL em 
espectrofluorometria (Singer et al., 1997; Corbett et al., 2004). 
Colocaram-se 100 µl/poço de parasitas, em microplacas de 96 poços, fundo 
em U, aos quais foram adicionados 125 µl/poço de fármaco, em concentrações 
seriadas de 1/5. Seguidamente, as placas foram incubadas a +26 ºC durante 48 horas. 
Após a incubação centrifugou-se a 925 g durante 10 minutos. Rejeitaram-se os 
sobrenadantes e adicionaram-se 200 µl/poço de corante Picogreen® diluído em TE 
[1,5ml TE: 10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 7,5) + 7,5 µl picogreen)]. A 
fluorescência foi, então, lida no equipamento Turner biosystems (TBS-380).  
 
5.1.4. Determinação da susceptibilidade in vitro dos promastigotas axénicos aos 
fármacos em estudo 
Depois de analisar os resultados obtidos com as técnicas referidas 
anteriormente, optou-se por utilizar a técnica de XTT para testar in vitro a 
susceptibilidade dos promastigotas axénicos aos fármacos em estudo. Assim, para 
avaliar a resposta aos fármacos, 2x107/ml promastigotas na fase estacionária, 
cultivados em microplacas de 96 poços, fundo plano, foram incubados com diferentes 
concentrações dos compostos em estudo (Quadro 5.2) a +26ºC durante 48 horas.  
 
Quadro 5.2. Concentrações dos fármacos usadas nos ensaios de susceptibilidade de 
promastigotas axénicos de Leishmania. 
A B C D E F G H
Glucantime® (mg/ml) 300 75 18.75 4.6875 1.1718 0.2929 0.0732 0
Fungizone® (µg/ml) 2 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.0312 0
Miltefosine (µg/ml) 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625 0
Alopurinol (µg/ml) 5000 1250 312.5 78.125 19.531 4.883 1.221 0
Fármaco
Concentrações
 
 
O fenótipo de resistência das estirpes de L. infantum em estudo foi 
determinado em função da sobrevivência dos parasitas após tratamento com o 
fármaco através do índice de inibição de crescimento (IC50), o qual corresponde à 
concentração de fármaco necessária para reduzir em 50% o número de parasitas 
viáveis em relação à cultura de parasitas selvagens, i.e., sem adição de fármaco (H).  
Para cada estirpe analisada realizaram-se dois ensaios com cada fármaco em 
triplicado. 
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5.1.5. Optimização do sistema amastigota-macrófago  
Neste estudo usaram-se murganhos de ambos os sexos da estirpe BALB/c com 
mais de 6 semanas de idade adquiridos no Biotério do IHMT. Os animais foram 
mantidos como descrito em 2.1. 
Para a infecção in vitro dos macrófagos utilizaram-se duas estirpes de L. 
infantum: MHOM/PT/88/IMT151 (IMT151) e MCAN/PT/05/IMT373 (IMT373). Os 
parasitas, mantidos como descrito em 1.2., foram recolhidos na fase estacionária de 
crescimento. 
 
5.1.5.1. Selecção do sistema de macrófagos  
5.1.5.1.1. Diferenciação de monócitos em macrófagos a partir do sangue 
periférico canino e humano 
Para obtenção de macrófagos, procedeu-se à diferenciação dos monócitos a 
partir do sangue periférico de cão e humano saudáveis, como descrito em 2.1.9.1. 
Colocaram-se, em placas de 8 poços LabTek, 300 µl de suspensão celular 
(5x106/ml) por poço. Incubou-se a +37ºC, 5% de CO2 durante seis dias de modo a 
que ocorresse a diferenciação dos macrófagos. 
 
5.1.5.1.2. Diferenciação de monócitos em macrófagos a partir de células 
precursoras da medula óssea de murganhos (BMDM) 
Para obtenção de uma população de macrófagos homogénea e com um 
número elevado de células, a partir de células precursoras da medula óssea, utilizou-
se a técnica descrita por Antoine et al. (1991). Este método utiliza o factor 
estimulador de colónias (CSF) para diferenciação dos macrófagos de acordo com o 
descrito por Stanley & Heard (1977). 
Após sacrifício dos murganhos, a medula óssea foi extraída por lavagens 
sucessivas do fémur e da tíbia com uma agulha de 25G montada em seringa com 
solução de HBSS, a suspensão celular foi homogeneizada e a lise dos glóbulos 
vermelhos efectuada pela adição da solução de lise de Gey (cloreto de amónia 1.5 M, 
EDTA 0.1 mM, pH 7.3) (Mishell & Shigi, 1980), numa proporção de 5 ml de solução 
de lise para 2 ml de suspensão celular, seguida de incubação a +4ºC durante 10 
minutos. Foi efectuada centrifugação a 370 g, durante 5 minutos a +4ºC e o 
sedimento ressuspendido em meio RPMI/FCS 10%. A concentração celular foi 
ajustada para 1.5 x 106 células/ml. A esta suspensão celular foi adicionado CSF de 
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modo a obter uma concentração final de 10% (v/v). Nesta concentração o CSF é 
indutor da divisão celular e da diferenciação de monócitos. A suspensão celular da 
medula óssea foi incubada em placa de Petri hidrofílica (Nunc) a +37ºC, 5% CO2 em 
atmosfera húmida. Ao terceiro dia de cultura foi adicionado meio RPMI/FCS 10%, 
CSF 10%. Após cinco dias de incubação, o sobrenadante foi recolhido de modo a 
recuperar as células semi-aderentes e em suspensão resultantes de divisão celular 
induzida pelo CSF. A suspensão celular foi centrifugada a 370 g, durante 10 minutos 
a +4ºC, e o sedimento ressuspendido em RPMI/FCS 10% CSF 1/40 (v/v). Nesta 
concentração o CSF é indutor da maturação dos monócitos em macrófagos, 
apresentando actividade subproliferativa. Para desagrupar as células que sofreram 
divisão, a suspensão celular foi passada por agulhas de diâmetro progressivamente 
menor (25G, 27G e 30G). A concentração celular foi ajustada para 5 x 105 células/ml 
após contagem em hemacitómetro tendo sido colocados 300 µl/poço de suspensão 
celular em placas de 8 poços. Incubou-se durante 24 horas a +37ºC, 5% CO2 em 
atmosfera húmida, para promover a aderência das células. 
 
5.1.5.1.3. Macrófagos peritoneais derivados de murganhos 
Para obtenção de macrófagos peritoneais, cada murganho foi inoculado com 3 
ml de tiogliconato de sódio (Sigma)  a 3%, por via i.p., de modo a provocar uma 
infecção e deste modo haver uma chamada de macrófagos ao local de inoculação. 72 
horas após a administração do tioglicolato, inocularam-se por via i.p. 5 ml de PBS 1X 
a +4ºC e massajou-se a região abdominal durante 5 minutos de modo a provocar 
vasoconstrição e acumulação celular. Após o sacrifíco dos animais, abriu-se a 
cavidade abdominal para recolha do exsudado peritoneal. As células recolhidas foram 
centrifugadas e ressuspendidas em RPMI/FCS 10%. De seguida, colocou-se 300 µl de 
suspensão celular (5 x 105/ml) em placas de 8 poços Lab Tek e incubou-se a +37ºC, 
5% de CO2, durante 24h. 
 
5.1.5.1.4. Diferenciação das células da linha monocitária U-937 em macrófagos 
A linha celular humana U937 (Human lymphoma histiocytic cell line, ATCC 
nº CRL1593) (Ogunkolade et al., 1990) foi mantida em fase logarítmica de 
crescimento em meio RPMI/FCS 10% a 37ºC, 5% de CO2. 
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Para estimular a sua diferenciação em macrófagos, os monócitos desta linha 
celular foram incubados em meio RPMI/FCS 10% suplementado com diferentes 
concentrações de: 
  a) Ácido retinóico. Numa placa de cultura celular de 8 poços Lab Tek 
colocaram-se 300 µl da suspensão celular (1x106/ml) com 1, 2, 4, 8 µM de ácido 
retinóico (Sigma) por poço. A estimulação das células foi efectuada em triplicado 
para cada concentração de ácido retinóico e incubadas a +37ºC, 5% de CO2 durante 
três dias. Após este período, as células foram fixadas com metanol e coradas com 
Giemsa.  
  b) PMA (“Phorbol myristate acetate”, Sigma). Os monócitos foram 
incubados nas mesmas condições referidas para o ácido retinóico, mas utilizando o 
PMA como factor de diferenciação nas concentrações de 12.5, 25, 50, 100 ng/ml. 
Após dois dias de incubação, as células foram fixadas com metanol e coradas com 
Giemsa.  
 
5.1.5.1.5. Macrófagos derivados da linha canina histiocitária DH82 
A linha canina histiocitária DH82 ((Dog monocyte-macrophage cell line, 
ECACC nº 94062922) é uma linha aderente que tem a vantagem de ser macrofágica, 
não necessitando, assim, de ser diferenciada artificialmente (Wellman et al., 1988). 
A linha foi mantida em fase logarítmica de crescimento em meio RPMI/FCS 
10% a 37ºC, 5% de CO2 (Dawson et al., 1991). Quando a camada de células se 
tornou confluente, as células foram tratadas com tripsina durante 10 minutos a +37ºC 
e a suspensão celular foi dividida em novas aliquotas. Colocaram-se 300 µl da 
suspensão celular (5x105/ml) em placas de 8 poços Lab Tek e incubou-se a +37ºC, 
5% de CO2 durante 24h.  
 
5.1.5.2. Infecção de macrófagos in vitro  
Os macrófagos diferenciados, foram infectados com o rácio 5:1 durante 24 
horas a +37ºC, 5% CO2 em atmosfera húmida (Gomes-Pereira, 2003). 
Após 24 horas de infecção os macrófagos foram lavados com tampão PBS, 
fixados durante 2 minutos com metanol e de seguida corados com solução de Giemsa 
Após secagem, os macrófagos foram cobertos por lamelas com montagem em meio 
de “Entellan”. Determinou-se a percentagem de células infectadas (número de 
macrófagos parasitados relativamente a um total de 100 células) e a intensidade da 
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infecção (número de parasitas por macrófago relativamente a um total de 100 
células). 
As infecções foram realizadas três vezes em condições semelhantes. 
 
5.1.5.3. Determinação de dose máxima tolerada pela linha U-937 aos fármacos  
Após análise dos resultados, seleccionou-se a linha celular U937 diferenciada 
com 50 ng/ml de PMA, para prosseguir o estudo. 
A dose máxima tolerada (DMT) pela linha celular U937 aos 4 fármacos em 
estudo foi determinada tendo em conta as concentrações de fármaco que diminuíam 
em 25% o número de células viáveis quando comparadas com as células selvagens, 
i.e., que não foram submetidas a qualquer tratamento (Gebre-Hiwot et al., 1992). 
Após dois dias de diferenciação dos monócitos (5x105/ml) em macrófagos, 
adicionaram-se diluições seriadas (1:5) dos diferentes fármacos (300 µl/poço). Após 
24 horas de incubação a +37ºC, 5% de CO2, o número de células viáveis foi 
determinado utilizando o azul de Tripan.  
A determinação da DMT para cada um dos fármacos em estudo foi realizada 
cinco vezes independentes em condições semelhantes. 
 
5.1.6. Determinação da susceptibilidade in vitro dos amastigotas 
intramacrofágicos aos fármacos  
Depois de se determinar a DMT, prosseguiram-se os ensaios para avaliar in 
vitro a susceptibilidade dos amastigotas intramacrofágicos aos fármacos em estudo.  
Após a diferenciação dos monócitos da linha U937 com PMA, os macrófagos 
foram infectados conforme descrito em 5.2.3.2.1.2. No fim das 24 horas, procedeu-se 
à lavagem duas vezes com RPMI/FCS 10% para remoção dos promastigotas não 
fagocitados.  
A sete dos oito poços da placa foram adicionadas concentrações seriadas dos 
diferentes fármacos (Quadro 5.3). Ao oitavo poço adicionou-se RPMI/FCS 10% sem 
fármaco, de modo a servir como controlo. Após 24 horas de incubação a 37ºC, 5% de 
CO2, e após remoção do sobrenadante, procedeu-se à permeabilização das células 
com 200 µl/poço de paraformaldeído (Sigma), durante 10 minutos, de modo a 
permitir a entrada do corante DAPI que cora o núcleo das células viáveis de azul 
fluorescente. 
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Quadro 5.3. Concentrações dos fármacos usadas nos ensaios de susceptibilidade de 
amastigotas intramacrofágicos de L. infantum. 
1º poço 2º poço 3º poço 4º poço 5º poço 6º poço 7º poço 8º poço
Glucantime (mg/ml) 37,50 9,38 2,34 0,59 0,15 0,04 0,01 0
Anfotericina B (ng/ml) 2000 500 125 31,25 7,81 1,95 0,49 0
Miltefosine (µg/ml) 8000 2000 500 125 31,25 7,81 1,95 0
Alopurinol (µg/ml) 5000 1250 312,50 78,13 19,53 4,88 1,22 0
Fármaco
Concentrações
 
 
Após contagem das células ao microscópio de fluorescência calculou-se a 
percentagem de células infectadas, a intensidade de infecção e o IC50 para cada 
fármaco como descrito em 5.2.3.2.1.2. e 5.2.3.1.2., respectivamente.  
Todos os ensaios foram efectuados em duplicado.  
 
5.1.7. Apoptose nos amastigotas intramacrofágicos por acção dos fármacos  
De modo a avaliar a ocorrência de apoptose por acção dos fármacos,  os 
amastigotas intramacrofágicos permeabilizados em 5.2.3.2.5 (Figura 5.1a). foram 
corados com a mistura do de reagentes do método TUNEL (“In situ cell death 
detection kit, fluorescein”, Roche Diagnostics GmbH), que cora de verde fluorescente 
o núcleo das células em apoptose (Figura 5.1b).  
Após contagem das células ao microscópio de fluorescência calculou-se a 
percentagem de parasitas apoptóticos (número de amastigotas apoptóticas 
relativamente a um total de 100 macrófagos). 
 
Figura 5.1. Macrófagos de linha celular humana U937 infectada com formas 
amastigotas coradas com DAPI, filtro azul (a.) e com a mistura do método TUNEL, 
filtro verde (b.). Ampliação 100X. 
  
   
 
 
Núcleo do 
parasita 
viável 
Núcleo do 
macrófago 
viável 
Núcleo do 
parasita em 
apoptose 
a. b. 
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5.1.8. Produção in vitro de citocinas  
O sistema imunitário do hospedeiro interfere na eficácia terapêutica dos 
fármacos (Croft, 2001), sendo a acção dos fármacos imunomodulada por citocinas 
pro- e anti-inflamatórias (Vonk et al., 1998). Este facto tem principal relevância no 
tratamento das leishmanioses em indivíduos imunodeprimidos, nomeadamente os co-
infectados com Leishmania-HIV, onde se verifica a ausência de uma resposta celular. 
De modo a avaliar a relação entre a concentração de fármaco e a activação dos 
macrófagos, foi analisada a produção de citocinas nos sobrenadantes das células 
tratadas com diferentes concentrações dos fármacos em estudo. De modo a obter 
sobrenadante suficiente (500 µl) para a quantificação de IL-10 e TNF-α pela técnica 
de ELISA, procedeu-se à metodologia descritas em 5.2.3.2.4., em placas de 24 poços.  
Os sobrenadantes foram conservados a –20 ºC até à sua utilização. 
O ensaio de ELISA foi realizado em placas de 96 poços de fundo plano 
(Maxisorp), as quais foram sensibilizadas com o anticorpo de captura (100 µl/poço) 
diluído em tampão de ligação (carbonato de sódio 0.1 M, pH 9.5), específico para a 
citocina em estudo (BD Biosciences,USA). Após incubação 12-16 horas a +4ºC, 
procedeu-se a lavagem com tampão PBS/Tween 20 e bloqueio através da adição e 
incubação durante 1 hora à temperatura ambiente de 200 µl/poço de tampão de 
bloqueio [PBS/FCS 10 % (p/v), pH 7.0]. 
 
Após nova lavagem, foram adicionados nos respectivos poços 100 µl das 
amostras-padrão (com concentrações conhecidas da proteína recombinante, diluídas 
de 1:2) e 100 µl das amostras de concentração desconhecida. As incubações com o 
anticorpo de detecção e a adição do substrato TMB foram realizados como descrito 
em 1.8.2.2.1. A reacção foi então bloqueada com a adição de 40 µl de ácido sulfúrico 
a 1 M e a absorvância lida a 450 nm. 
No quadro 5.4 encontram-se sumarizadas as concentrações dos anticorpos de 
captura  e de detecção utilizadas para cada citocina e os limites superior e inferior de 
concentração de citocina recombinante das amostras-padrão. 
 
Quadro 5.4. Citocinas estudadas por ELISA "sandwich". 
Anticorpo de captura Anticorpo de detecção  Anticorpo de captura Anticorpo de detecção  
Nº Catálogo 51-26171E 51-26172E 51-26371E 51-26372E
Volume (ml) 1 1 1 1
Diluição em tampão 1:250 1:250 1:250 1:250
IL-10 TNF-α
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5.1.9 Mecanismos de quimioresistência: identificação de alterações genéticas e 
padrões de resistência cruzada  
O objectivo deste estudo foi seleccionar in vitro parasitas de Leishmania 
resistentes à anfotericina B/Fungizone® (AMB) de modo a avaliar padrões de 
resistências cruzadas e correlacionar os fenótipos de resistência com polimorfismos 
genéticos.  
 
5.1.9.1. Selecção in vitro de parasitas de L. infantum resistentes ao Fungizone® e 
avaliação de padrões de resistência cruzada (multiresistência) 
A selecção de parasitas resistentes à AMB foi executada como descrito em 
3.2.2. A concentração do fármaco só era aumentada quando o crescimento dos 
parasitas sobre pressão era semelhante ao crescimento dos parasitas selvagens (Seifert 
et al., 2003).  
Para avaliar a indução da resistência e a existência de resistência cruzada, 
determinou-se, usando a metodologia descrita em 5.2.3.1.2., o IC50 dos parasitas em 
meio de cultura com 160 ng/ml de AMB para os quatro fármacos em estudo. 
 
5.1.9.2. Avaliação da estabilidade do fenótipo de resistência  
De modo a avaliar se o fenótipo de resistência dos parasitas era estável, a 
pressão do fármaco foi retirada dos parasitas em cultura em meio com 160ng/ml de 
AMB. O IC50 foi determinado 4 semanas após remoção do fármaco. 
 
5.1.9.3. Correlação entre fenótipos de resistência e alterações no gene mdr 
De modo a correlacionar a resposta in vitro das estirpes de L. infantum aos 
fármacos com alterações nas sequências do gene mdr, foram desenhados 10 pares de  
sequências iniciadoras (Quadro 5.5), as quais foram desenhadas com base na 
sequência do gene mdr1 de L. infantum incluída no Gene DB(LinJ34_V3.1060). Os 
fragmentos foram amplificados por PCR com as condições descritas no quadro 5.6.  
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Quadro 5.5. Sequências inciadoras e tamanho dos produtos de amplificação dos 
fragmentos do gene mdr. 
Gene Tamanho do produto (pb) "Forward" a) "Reverse" b)
mdr1 452 5’- CACGGAGGAAAAGTACCGACT-3’ 5’- GTCAGCTGTGTCAGCGTAGC -3’
mdr2 517 5’- AGCAGGCACAATCCTCTGTT-3’ 5’- CGATGTAGCCGATGATACCC -3’
mdr3 501 5’- CTGAACTTCTTTCGCGCTGT -3’ 5’- GAAAAAGGCGATGGTGTAGC -3’
mdr4 504 5’- TTGCTGAAGCGGTCCTGTA -3’ 5’- GGTCGTAGAAGCGCTGGAT -3’
mdr5 501 5’- ATGATACTGTTCCGCGACCT -3’ 5’- CAGTGAACGCTGTACCTCCA -3’
mdr6 542 5’- GGGCAGAAGCAGCGAATC -3’ 5’- ACAGCCCACGATTTGTCTTT -3’
mdr7 599 5′- GGCAAATGACTTCCTGAACG -3′ 5’- CCACAATTCCAGAAGCAACA -3’
mdr8 577 5’-TTGCTGTTCCGTCAGATCAT -3’ 5’- CACCGAACAGGATCGACAT -3’   
mdr9 694 5’- GTAGAGGTGCCGCGTAGTGT-3’ 5’-TCATGATCTCCCAGTGGATG  -3'
mdr10 583 5’- CAGGAGCCGAATCTGTTCA -3’ 5’- ACGATCCCTCCGTGGTAGA -3’  
a) "forward": sequência a jusante da região a estudar
b) "reverse": sequência a montanteda região a estudar
pb: pares de bases
 
 
Os fragmentos foram amplificados por PCR com as condições descritas no 
quadro 5.6.  
 
Quadro 5.6. Condições de amplificação para o gene mdr. 
Gene Desnaturação inicial Desnaturação Ligação Alongação Nº  ciclos Alongação final
mdr1; mdr2; mdr9 60ºC, 30 seg 30
mdr3; mdr10 59ºC, 30 seg 35
mdr4 60ºC, 30 seg 45
mdr5; mdr7; mdr8 60ºC, 30 seg 35
mdr6 65ºC, 30 seg 3595ºC, 3 min 94ºC, 20 seg 72ºC, 45 seg 72ºC, 7 min
 
 
Os fragmentos resultantes das amplificações por PCR foram visualizados em 
gel de agarose a 1.5%. Para garantir a qualidade da sequenciação, os produtos de PCR 
foram purificados (“High Pure PCR Product Purification Kit”, Roche Diagnostics 
GmbH), de modo a remover as sequências iniciadoras, os nucleótidos e outros sais 
resultantes da PCR. A purificação consistiu na retenção do DNA amplificado através 
de uma série de lavagens e centrifugações Por fim, o DNA foi eluído através de uma 
solução de baixa concentração salina. Os produtos assim obtidos foram directamente 
sequenciados no sentido da cadeia codificante 5’→3’ pelos serviços da StabVida 
(Portugal), utilizando as mesmas sequências iniciadoras da amplificação. O 
sequenciador utilizado foi o “ABIPRISM 3700 DNA Analyzer”. A análise das 
sequências nucleotídicas obtidas foi efectuada através de alinhamentos entre a 
sequência obtida e a sequência contida no Gene DB.  
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5.1.10. Análise estatística 
A análise estatística foi efectuada no programa SPSS 16.0 (SPSS Inc., USA). 
O teste não paramétrico de Friedman foi utilizado para comparar a percentagem de 
células infectadas e o número de parasitas por cada 100 células dos diferentes cinco 
tipos de macrófagos, infectados com IMT 151 e IMT 373, assim como para a linha 
celular U937 infectada com as estirpes em estudo. Quando a hipótese nula (não há 
diferenças entre as medianas) foi rejeitada, múltiplas comparações de Friedman foram 
realizadas para determinar qual o tipo de macrófago que foi estatisticamente 
diferente, utilizando um nível de significância de 5% (Mello, 1997). O teste de 
“Wilcoxon” foi realizado para comparar a infecção entre as duas estirpes de 
L.infantum e a estirpe 373WT e a 373R160. 
O teste de Spearman foi utilizado para determinar o coeficiente de correlação 
entre o IC50 obtido com os sistema de promastigotas com o obtido com o sistema de 
amastigota-macrófago. 
 
 
5.2. Resultados 
Parte destes resultados foram apresentados no X Congresso Português de 
Parasitologia (Lisboa, Outubro 2006), nos workshops “Control of Leishmaniasis with 
drugs” (Lanarca, Novembro 2006) e “Training course on GIS and environmental 
control” (Tunes, Setembro 2007) incluidos no projecto Europeu “Monitoring risk 
factors of spreading of leishmaniasis around the Mediterranean basin” e publicados 
na Acta Tropica (Maia et al., 2007c). 
 
Modelo in vitro para o estudo da susceptibilidade de Leishmania a diferentes 
fármacos 
5.2.1. Sistema promastigotas axénicos  
Após o período de optimização da concentração de fármaco inicial, da 
concentração de promastigotas e dos tempos de incubação, avaliou-se a sensibilidade 
do parasita aos quatro fármacos em estudo, utilizando-se diferentes técnicas 
laboratoriais. 
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Nas técnicas de determinação das actividades da fosfatase ácida e da lactato 
desidrogenase, a interferência da cor dos fármacos Fungizone® e Alopurinol 
produziu um elevado“background” na leitura da absorvância. No caso  da lactato 
desidrogenase verificou-se ainda uma reacção com o FCS, usado no meio de cultura 
dos promastigotas. Na técnica de Picogreen®, apesar dos bons resultados obtidos 
com as estirpes selvagens, a sua performance nessas mesmas estirpes tratadas com os 
fármacos Miltefosine e Glucantime® revelou uma elevada variação inter-ensaio, pelo 
que os resultados foram considerados não satisfatórios. O mesmo ocorreu com a 
contagem microscópica dos parasitas viáveis 48 horas após adição das concentrações 
seriadas dos diferentes fármacos. 
Concluiu-se que a técnica de XTT (Figura 5.2) foi a que apresentou menos 
variação inter-ensaio pelo que se optou pela sua utilização para estudar in vitro a 
susceptibilidade dos promastigotas axénicos de Leishmania aos fármacos.       
 
 
Figura 5.2. Placa de XTT com promastigotas tratados com diluições seriadas dos 
quatro fármacos em estudo. Linhas 1-3: Glucantime®; Linhas 4-6: Fungizone®; 
Linhas 7-9: miltefosine; Linhas 10-12: alopurinol. 
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Após análise dos resultados foram seleccionados os seguintes parâmetros: 
a) Concentração dos promastigotas: 1x106 promastigotas/ml. 
b) Concentração inicial de cada fármaco: Glucantime® - 300 mg/ml; 
Fungizone® - 2µg/ml; miltefosine – 100 µg/ml; alopurinol – 5 mg/ml.  
O Glucantime® e o alopurinol foram diluídos em meio de Schneider em 1:2, e 
o Fungizone® e o miltefosine em 1:4. 
c) Tempo de incubação: 48 horas. 
 
5.2.2. Determinação da susceptibilidade in vitro dos promastigotas axénicos aos 
fármacos  
Para cada estirpe analisada realizaram-se dois ensaios independentes com cada 
fármaco e em triplicado. Determinou-se a dose de fármaco que inibe em 50% o 
crescimento parasitário (IC50) para cada uma das estirpes e para cada um dos quatro 
fármacos em estudo. Os IC50 resultaram da média das seis contagens (Quadro 5.7).  
 
Quadro 5.7. IC50 das formas promastigotas de cada uma das estirpes de Leishmania 
para cada fármaco.  
Fármacos/Estirpes IMT373 IMT151 IMT184 IMT211 IMT369
Glucantime® (mg/ml) 71,24 23,49 110,89 34,99 128,54
Fungizone® (ug/ml) 0,16 0,19 0,03 0,03 0,64
Miltefosine (ug/ml) 4,07 17,61 1,79 35,42 8,65
Alopurinol (mg/ml) 0,59 2,78 1,36 1,24 0,45
IC50
 
 
Após determinação do IC50, verificou-se que no caso do fármaco 
Glucantime® a estirpe L. infantum IMT369 (isolada de um humano 
imunocompetente após falha terapêutica com este mesmo fármaco) apresentou o IC50 
mais elevado (128,24 mg/ml). Seguiu-se a concentração relativa à estirpe IMT184 
(isolada de um humano imunodeprimido sem tratamento) com 110,89 mg/ml, a da 
estirpe IMT373 (isolada de um canídeo sem tratamento) com 71,24 mg/ml, e a da 
estirpe híbrida L. infantum/L. major IMT211 (isolada de um humano imunodeprimido 
após tratamento com Glucantime® e Fungizone®), com  34,99 mg/ml e, por fim, 
23,49 mg/ml referente à estirpe IMT151 (isolada de um humano imunocompetente 
sem tratamento). 
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Em relação ao fármaco Fungizone®, a estirpe IMT369 apresentou novamente 
o IC50 mais elevado (640 ng/ml) seguindo-se a estirpe IMT151 com 188 ng/ml, a 
estirpe IMT373 com 155 ng/ml, e por fim, as estirpes IMT184 e IMT211 com 34 
ng/ml. 
Em relação ao fármaco miltefosine a estirpe com IC50 mais elevado foi a 
estirpe IMT211 com 35,42 µg/ml, seguindo-se a estirpe IMT151 com 17,61 µg/ml, a 
estirpe IMT369 com 8,65 µg/ml, a estirpe IMT373 com 4,072 µg/ml e, por fim a 
estirpe IMT184 com 1,79 µg/ml. 
Para o fármaco alopurinol a estirpe IMT151 apresentou o IC50 mais elevado 
(2,783 mg/ml), seguindo-se a estirpe IMT184 com 1,36 mg/ml, a estirpe IMT211 
com 1,24 mg/ml, a estirpe IMT373 com 0,591 mg/ml e, por fim, a estirpe IMT369 
com 0,45 mg/ml. 
 
5.2.3. Sistema amastigota-macrófago 
5.2.3.1. Selecção do sistema de macrófagos  
Os resultados apresentados correspondem à mediana de 3 ensaios 
independentes. 
A percentagem de células infectadas com a estirpe de L. infantum humana 
IMT151 e canina IMT373, variou entre 48 a 76% e 55 a 75% respectivamente (Figura 
5.4); não foram verificadas diferenças estatisticamente significativas na infectividade 
de cada tipo de macrófagos por ambas as estirpes (p>0.25). 
Obteve-se diferenças significativas na permissividade dos diferentes tipos de 
macrófagos à infecção com L. infantum IMT151 (p=0.004) e IMT373 (p=0.021), 
sendo os macrófagos derivados do sangue periférico e da linha celular canina DH82 
menos permissivos à infecção pelo parasita. Entre os outros três tipos de macrófagos 
(U937, medula óssea e peritoneu) não houve diferenças significativas na infecção 
com a estirpe IMT373, mas no caso da estirpe IMT151 o número de macrófagos da 
medula óssea infectados foi superior ao número de macrófagos do peritoneu de 
murganho infectados. 
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Figura 5.4. Mediana da percentagem de células infectadas nos diferentes tipos de 
macrófagos, com as estirpes L. infantum IMT151 e IMT373. 
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PBM: Macrófagos derivados dos monócitos do sangue periférico humano; U937: Macrófagos 
diferenciados a partir de uma linha celular humana; BM: Macrófagos derivados da medula 
óssea de BALB/c; IP: Macrófagos peritoneais de BALB/c; DH82: Macrófagos da linha 
celular canina. 
 
Em relação à intensidade de infecção, isto é, o número de amastigotas por 100 
células hospedeiras, este foi inferior nos macrófagos do sangue periférico e da linha 
celular canina DH82 (p=0.026). Múltiplas comparações efectuadas no programa 
SPSS 13.0, demonstraram que não existiram diferenças significativas entre estes dois 
tipos de macrófagos. No entanto foram encontradas diferenças estatisticamente 
significativas entre PBM ou DH82 e os restantes três tipos (U937, IP e BM). Nos três 
sistemas constituídos pelos macrófagos da linha celular humana U937, da medula 
óssea e do peritoneu de murganho, não existiram diferenças estatisticamente 
significativas para ambas as estirpes infectantes de L. infantum. 
A intensidade de infecção entre as duas estirpes infectantes em cada tipo de 
macrófagos utilizado não apresentou diferenças estatisticamente significativas 
(p≥0.25) (Figura 5.5).  
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Figura 5.5. Mediana do número de amastigotas de L. infantum IMT151 e IMT373 
por 100 macrófagos. 
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PBM: Macrófagos derivados dos monócitos do sangue periférico humano; U937: Macrófagos 
diferenciados a partir de uma linha celular humana; BM: Macrófagos derivados da medula 
óssea de BALB/c; IP: Macrófagos peritoneais de BALB/c; DH82: Macrófagos da linha 
celular canina. 
 
Concluiu-se que os sistemas U937, IP e BM são os que apresentam maior 
capacidade de fagocitar os parasitas, pelo que podem ser utilizados como modelo para 
testar a susceptibilidade da Leishmania a diferentes fármacos. Contudo, a linha 
celular U937 ao ser de obtenção menos morosa e dispendiosa que os outros tipos de 
macrófagos foi a escolhida para estudar in vitro a susceptibilidade das formas 
amastigotas de Leishmania aos fármacos em estudo. 
 
5.2.3.2. Determinação de dose máxima tolerada pela linha U-937 aos fármacos  
Obteve-se uma dose máxima tolerada (DMT) de 8 µg/ml para o Miltefosine, 
200 µg/ml para o Fungizone®, 5 mg/ml para o Alopurinol e 37,7 mg/ml para o 
Glucantime®. A DMT para cada fármaco foi a concentração máxima utilizada para 
testar in vitro a susceptibilidade dos amastigotas aos diferentes fármacos em estudo.  
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5.2.3.3. Determinação da susceptibilidade in vitro dos amastigotas 
intramacrofágicos aos fármacos  
Para cada estirpe analisada realizaram-se dois ensaios independentes com cada 
fármaco. Determinou-se o IC50 para cada uma das estirpes e para cada um dos quatro 
fármacos. Os IC50 resultaram da média das duas contagens (Quadro 5.8). Observou-
se uma correlação positiva entre o IC50 das formas promastigotas e o IC50 das 
formas amastigotas nas estirpes IMT373, IMT184 e IMT369 (r=1, p<0.01). 
 
Quadro 5.8. IC50 das formas amastigotas de cada uma das estirpes de Leishmania 
para cada fármaco.  
Fármacos/Estirpes IMT373 IMT352 IMT151 IMT184 IMT211 IMT369
Glucantime® (mg/ml) 36,28 0,32 3,55 22,28 6,07 12,23
Fungizone® (ug/ml) 0,29 7,29 1,09 1,77 1,03 9,62
Miltefosine (ug/ml) 4,58 1,04 4,49 8,22 4,78 10,10
Alopurinol (mg/ml) 2,44 1,76 1,58 2,99 0,64 1,90
IC50
 
 
Após determinação do IC50 para as estirpes de Leishmania em estudo, 
verificou-se que no caso do fármaco Glucantime® a estirpe IMT373 apresentou o 
IC50 mais elevado (36,28 mg/ml). Seguiu-se a estirpe IMT184 com 22,28 mg/ml, a 
IMT369 com 12,23 mg/ml, a IMT211 com  6,07 mg/ml,  a IMT151 com 28,45 mg/ml 
e, por fim, a estirpe IMT352 com 0,32 mg/ml. 
Em relação ao fármaco Fungizone®, a estirpe IMT369 apresentou o IC50 
mais elevado (9,62 ng/ml) seguindo-se a IMT352 com 7,29 ng/ml, a IMT184 com 
1,77 ng/ml, a IMT151 com 1,09 ng/ml, a IMT211 com 1,03 ng/ml, e por fim, a 
estirpe IMT373 com 0,29 ng/ml. 
Em relação ao fármaco miltefosine a estirpe com IC50 mais elevado foi a 
estirpe IMT369 com 10,10 µg/ml, a estirpe IMT184 com 8,22 µg/ml, seguindo-se a 
estirpe IMT211 com 4,78 µg/ml, a IMT373 com 4,58 µg/ml, a estirpe IMT151 com 
4,49 µg/ml e, por fim a estirpe IMT352 com 1,04 µg/ml. 
Para o fármaco alopurinol a estirpe IMT184 apresentou o IC50 mais elevado 
(2,99 mg/ml), seguindo-se a estirpe IMT373 com 2,44 mg/ml, a estirpe IMT369 com 
1,90 mg/ml, a estirpe IMT352 com 1,76 mg/ml, a estirpe IMT151 com 1,58 mg/ml e, 
por fim, a estirpe IMT211 com 0,64 mg/ml. 
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5.2.4. Mecanismos de quimioresistência: identificação de alterações genéticas e 
padrões de resistência cruzada   
5.2.4.1. Selecção in vitro de parasitas de Leishmania resistentes ao Fungizone® e 
avaliação de padrões de resistência cruzada  
5.2.4.1.1. Formas promastigotas 
Após a determinação do IC50 das estirpes selvagens de Leishmania para os 
fármacos em estudo, induziu-se pressão nos parasitas através do aumento gradual de 
anfotericina B no meio de cultura. Após indução de pressão com 160 ng/ml de 
fármaco (R160), determinou-se o IC50 para os quatro fármacos e comparou-se este 
valor com o IC50 da estirpe selvagem (WT) de modo a calcular o índice de 
resistência (IR = IC50R160/IC50 WT) (Quadro 5.9).  
Verificou-se que no caso do fármaco Glucantime® as estirpes IMT373R160, 
IMT151R160 e IMT369R160 ficaram mais susceptíveis à sua acção enquanto que a 
estirpe IMT184R160 ficou 1,04 vez menos susceptível e a estirpe IMT211R160 
quase que triplicou a dose de fármaco necessária para inibir o seu crecimento em 50% 
(IR = 2,92). 
Em relação ao fármaco Fungizone®, verificou-se que as estirpes 
IMT373R160 e IMT211R160 apresentaram um IR cerca de duas vezes e meia 
superior ao das estirpes WT enquanto que as estirpes IMT352R160 e IMT369R160 
ficaram cerca de uma vez e meia menos susceptíveis a este fármaco. A única 
excepção foi a estirpe IMT151 que após tratamento com anfotericina B ficou mais 
susceptível à sua acção. 
Em relação ao miltefosine os IR das estirpes IMT211R160, IMT151R160, 
IMT369R160 diminuiram enquanto que os das estirpes IMT373R160 e IMT184R160 
aumentaram 6,13 e 4,86 vezes, respectivamente. 
Todas as estirpes em cultura com 160ng/ml de anfotericina B ficaram mais 
susceptíveis à acção do alopurinol. 
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Quadro 5.9. IC50 e IR das formas promastigotas de cada uma das estirpes de Leishmania em meio sem fármaco (WT) e em meio com 160ng/ml de 
anfotericina B (R160) para cada fármaco em estudo. 
 
WT R160 IR WT R160 IR WT R160 IR WT R160 IR WT R160 IR
Glucantime® (mg/ml) 71,24 38,83 0,55 23,49 13,51 0,58 110,89 115,88 1,04 34,99 102,15 2,92 128,54 30,26 0,24
Fungizone® (ug/ml) 0,16 0,41 2,62 0,19 0,07 0,38 0,03 0,04 1,33 0,03 0,08 2,35 0,64 0,94 1,47
Miltefosine (ug/ml) 4,07 24,97 6,13 17,61 3,82 0,22 1,79 8,67 4,86 35,42 18,92 0,53 8,65 3,89 0,45
Alopurinol (mg/ml) 0,59 0,04 0,06 2,78 0,10 0,04 1,36 0,65 0,48 1,24 1,07 0,86 0,45 0,26 0,58
Fármacos/Estirpes
IC50
IMT373 IMT151 IMT211IMT184 IMT369
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5.2.4.1.2. Formas amastigotas 
Utilizaram-se os promastigotas da estirpe IMT373R160 para infectar as 
células da linha U937 de modo a determinar o IC50 para os quatro fármacos (Quadro 
5.10). Este IC50 foi então comparado com o IC50 obtido para a estirpe WT de modo 
a calcular o IR.  
 
Quadro 5.10. IC50 e IR das formas amastigotas da estirpe IMT373 em meio sem 
fármaco (WT) e em meio com 160ng/ml de anfotericina B (R160) para cada fármaco 
em estudo. 
Fármacos/Estirpe IMT373WT IMT373R160 IR
Glucantime® (mg/ml) 36,28 65,62 1,81
Fungizone® (ug/ml) 0,29 1,57 5,32
Miltefosine (ug/ml) 4,58 9,76 2,13
Alopurinol (mg/ml) 2,44 3,23 1,32
IC50
 
 
Da comparação do IC50 das formas amastigotas da estirpe IMT373R160 e o 
IC50 da estirpe WT, verificou-se que a estirpe ficou menos susceptível à acção dos 
quatro fármacos, apresentando o índice de resistência (5,32) mais elevado no caso do 
Fungizone®.  
No caso do Glucantime® foi necessário uma concentração 1,8 vezes superior 
para inibir em 50% o número de parasitas intracelulares enquanto que para o 
miltefosine foram necessárias cerca de duas vezes mais (2,13). O menor aumento de 
IR ocorreu com o alopurinol (IR=1,32). 
 
5.2.4.2. Avaliação da estabilidade do fenótipo de resistência  
Após se retirar a pressão do fármaco sobre os parasitas IMT373R160 e 
IMT151R160 determinou-se 4 semanas depois (S)  o IC50 para os quatro fármacos e 
calculou-se o IR (= IC50S/IC50R160) (Quadro 5.11).  
A estirpe IMT373S ficou menos susceptível ao tratamento com o 
Glucantime® (IR =2,56) e alopurinol (IR = 1,52). Por outro lado, o seu IC50 
demonstrou que a sua susceptibilidade ao Fungizone® e miltefosine aumentou. 
 A estirpe IMT151S apenas apresentou um IR mais elevado à acção do 
Fungizone® (IR=1,67), ficando mais susceptível ao tratamento com os outros 
fármacos.  
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Quadro 5.11. IC50 e IR das formas promastigotas das estirpes IMT151 e IMT373 em 
meio com 160ng/ml de anfotericina B (R160) e 4 semanas após remoção do fármaco 
(S) para cada fármaco em estudo. 
Fármacos/Estirpes IMT373R160 IMT373S IR IMT151R160 IMT151S IR
Glucantime® (mg/ml) 38,83 99,12 2,55 13,51 2,78 0,21
Fungizone® (ug/ml) 0,41 0,25 0,60 0,07 0,12 1,67
Miltefosine (ug/ml) 24,97 4,76 0,19 3,82 2,19 0,57
Alopurinol (mg/ml) 0,04 0,06 1,53 0,10 0,00 0,00
IC50
 
 
5.2.4.3. Fenótipos de resistência e alterações do gene mdr 
O gene mdr foi sequenciado a partir do DNA das estirpes de Leishmania em 
estudo. Todos os fragmentos resultantes das amplificações por PCR foram 
visualizados em gel de agarose a 1.5% antes de serem sequenciados (Figura 5.6).  
 
Figura 5.6. Amplificação dos diferentes fragmentos do gene mdr pela técnica de 
PCR. 
 
Legenda: M – Marcador molecular (100pb); 1 a 10 – Fragmentos amplificados do gene mdr; 
Cn – controlo negativo 
 
Após a visualização dos produtos de PCR em gel de agarose, todas as bandas 
dos produtos amplificados foram separadas, purificadas e sequenciadas. As 
sequencias das estirpes selvagem (WT) e  tratadas com 160 ng/ml de anfotericina B 
(R160) foram alinhadas e analisadas com o programa “Blast 2 Sequences”, de modo a 
serem comparadas entre si, para pesquisa de eventuais alterações genéticas (Quadro 
5.12).  
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Neste trabalho foram consideradas as alterações que foram detectadas na 
maioria das estirpes na mesma região da sequência. Só foi possivel comparar a estirpe 
IMT352WT com as outras estipes já que, por motivo de contaminações da cultura não 
foi possivel obter a forma resistente a 160 ng/ml de anfotericina. Foram encontradas 
dez alterações pontuais entre as sequências das estirpes. Duas das alterações 
observadas nas estirpes IMT373R160, IMT151R160, IMT184R160 e IMT211R160 
correspondem a diferentes aminoácidos. A mutação presente nas formas R160, deu 
origem ao mesmo aminoácido presente na IMT352WT. Não se observaram alterações 
entre a forma selvagem e resistente da IMT369. 
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WT  -GGG- s.a. Glicina
R160  -AGG- a.p.N Arginina
WT  -GGG- s.a. Arginina
R160  -AGG- a.p.N Glicina
WT
 -AGG- Arginina
R160
 -AGG- Arginina
s.a. ArgininaWT
 -AGG- Arginina
R160
 -AGG- Arginina
WT  -AGT- s.a. Serina
R160  -AGC- a.p.N Serina
WT  -AGT- s.a. Serina
R160  -AGC- a.p.N Serina
WT  -AGC- Serina
R160  -AGC- SerinaSerinaWT  -AGC- Serina
R160  -AGC- Serina
WT  -GAC- s.a. Prolina
R160  -GCG- a.p.N Alanina
WT  -CCG- s.a. Ácido Aspártico
R160  -GCG- a.p.N Alanina
WT  -GCG- Alanina
R160  -GCG- AlaninaAlaninaWT  -GCG- Alanina
R160  -GCG- Alanina
WT  -AGA- Arginina
R160  -AGA- Arginina
WT  -AGA- Arginina
R160  -AGA- Arginina
WT  -AGA- s.a. Arginina
R160  -CAG- a.p.T Glutamina
WT  -AGA- s.a. Arginina
R160  -CAG- a.p.T Glutamina
WT  -CGA- Arginina
R160  -CGA- Arginina
WT  -CGA- Arginina
R160  -CGA- Arginina
WT  -CGA- s.a. Arginina
R160  -CCA- a.p.N Prolina
WT  -CGA- s.a. Arginina
R160  -CCA- a.p.N Prolina
Estirpes
IMT211
IMT373
IMT151
IMT184
IMT373
IMT211
IMT211
mdr : gene "multi drug resistance"; WT: estirpe selvagem; R160: 
estirpe tratada com 160ng/ml de anfotericina B; s.a.: sem alteração; 
a.p.N: alteração pontual num único nucleótido; a.p.T: alteração 
pontual num tripleto
Sequência 
do mdr Tipo de alteração Aminoácido
IMT373
IMT151
IMT184 s.a.
IMT184
IMT184
IMT211
IMT151
s.a.
IMT373
IMT151
IMT184
IMT211
IMT373
Quadro 5.12. Alterações nucleotidicas detectadas no gene mdr  de L. 
infantum  após alinhamento das sequências das estirpes WT e R160.
s.a.
s.a.
s.a.
s.a.
s.a.
s.a.
s.a.
s.a.
IMT151
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5.2.5. Avaliação da ocorrência de apoptose nos amastigotas intramacrofágicos  
Foram analisadas as estirpes selvagens IMT373WT, IMT151WT, IMT184WT 
e IMT211WT e a tratada IMT373R160. Para cada estirpe realizaram-se dois ensaios 
independentes com cada fármaco. Na Figura 5.7 estão representadas as médias dos 
dois ensaios. 
No caso das estirpes IMT184WT e IMT373R160, o número de parasitas em 
apoptose aumentou com o aumento da concentração de Glucantime® e no caso da 
estirpe IMT373WT o número de amastigotas apoptóticas foi semelhante com ou sem 
fármaco.  
Com o fármaco Fungizone® verificou-se, com a concentração mais elevada 
testada, um aumento de leishmanias apoptóticas das estirpes IMT184WT, 
IMT373WT e IMT373R160. O mesmo foi observado nas estirpes IMT373WT e 
IMT373R160 com o miltefosine.  
Nas células infectadas com IMT151WT e tratadas com Fungizone®, com 
miltefosine ou com alopurinol não se observaram parasitas apoptóticos. As células 
infectadas com a estirpe IMT211WT e tratadas apresentaram, com excepção do  
fármaco alopurinol, um menor número de parasitas apoptóticos do que as células 
controlo não tratadas. 
 
Figura 5.7. Número de formas amastigotas apoptóticas nos macrófagos tratados com 
Glucantime® (a.), Fungizone® (b.), miltefosine (c.) e alopurinol (d.). 
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5.2.6. Avaliação da produção in vitro de citocinas  
Para cada estirpe analisada realizaram-se dois ensaios independentes com cada 
fármaco. Determinou-se a produção das citocinas IL10 e TNF-α pelos macrófagos da 
linha humana U937 infectados com as seis estirpes selvagens e a estirpe 
IMT373R160 para cada um dos quatro fármacos em estudo. Os resultados são a 
média das duas contagens. 
 
5.2.6.1. Produção de IL-10 
Os macrófagos infectados e tratados com os diferentes fármacos apresentaram 
de um modo geral, uma menor produção de IL-10 do que os macrófagos não tratados 
(Figura 5.8).  
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Figura 5.8. Produção de IL-10 pelos macrófagos da linha U937 infectados com as 
estirpes selvagens de Leishmania e IMT373R16 e tratados com diluições seriadas de 
Glucantime® (a.), Fungizone® (b.), miltefosine (c.) e alopurinol (d.). 
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5.2.6.2. Produção de TNF-α 
Não se observou uma relação na produção de TNF-α e o tratamento dos 
macrófagos infectados com os diferentes fármacos (Figura 5.9). Com excepção das 
células infectadas com a estirpe IMT211 tratadas com miltefosine e alopurinol, e com 
a estirpe IMT352 tratada com Glucantime® onde a produção da citocina foi 
aumentando com o aumento da dose de fármaco, nos macrófagos infectados com as 
outras estirpes, a produção de TNF-α foi oscilando com as diferentes concentrações 
dos fármacos. 
 
Figura 5.9. Produção de TNF-α pelos macrófagos da linha U937 infectados com as 
estirpes selvagens de Leishmania e IMT373R16 e tratados com diluições seriadas de 
Glucantime® (a.), Fungizone® (b.), miltefosine (c.) e alopurinol (d.). 
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5.3. Discussão 
A quimioterapia  tratamento das leishmanioses, apoiada num número limitado 
de fármacos, é dificultada devido à variação de sensibilidade das diferentes espécies e 
estirpes de Leishmania aos fármacos, às multifacetadas manifestações da doença, à 
falta de ensaios clínicos de novos agentes terapêuticos e ao aparecimento de casos de 
resistência aos fármacos considerados de primeira linha. Factores a ter em conta são 
também a resposta imunitária do hospedeiro assim como a farmacocinética (Croft et 
al., 2006). 
A identificação e avaliação de novos produtos anti-Leishmania assim como a 
monitorização da eficácia dos fármacos existentes apresentam como principais 
problemas a dificuldade de como melhor determinar a viabilidade do parasita e como 
determinar in vitro o que se passa in vivo. qual a importância da variação de 
susceptibildade de diferentes estirpes de Leishmania aos fármacos. O modelo in vitro 
para avaliação dos diferentes fármacos convencionais e de novas moléculas deve ser 
rápido, reprodutível, requerer pequenos volumes/quantidades dos compostos, ser 
economicamente exequível e apresentar correlação da sua acção in vivo (Croft & 
Yardley, 2002; Fumarola et al., 2004; Sereno et al., 2007). 
Os quatro compostos estudados foram escolhidos por serem utilizados como 
fármacos de 1ª e 2ª linha no tratamento da leishmaniose visceral humana e/ou canina 
em Portugal. O Glucantime® foi, até há pouco tempo, o fármaco de 1ª linha no 
tratamento da LV humana tendo vindo a ser substituído pela anfotericina B,  razão 
pela qual a acção do Fungizone® também foi analisada. O antimonial continua a ser o 
composto mais utilizado na terapêutica da leishmaniose canina. A escolha do 
miltefosine prendeu-se com o facto de ter sido introduzido recentemente, em 2007, no 
mercado português para o tratamento do hospedeiro canino. O alopurinol, é utilizado 
na terapêutica de 1ª linha da leishmaniose canina normalmente associado ao 
Glucantime® ou miltefosine.  
A determinação das actividades da fosfatase ácida e da lactato desidrogenase 
deveu-se a estas enzimas estarem presentes unicamente na superfície interna da 
membrana ou no citoplasma dos promastigotas viáveis sendo libertadas para o meio 
quando estes são destruídos (Martin & Clynes, 1991). Apesar destas técnicas serem 
consideradas simples, não dispendiosas e reprodutíveis (Bodley et al., 1995; Carrió et 
al., 2000; Fumarola et al., 2004), no nosso estudo a interferência da cor dos fármacos 
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Fungizone® (amarelo) e Alopurinol (branco) produziu um elevado“background” na 
leitura da absorvância. No caso da lactato desidrogenase verificou-se ainda uma 
reacção com o FCS usado no meio de cultura e crescimento dos promastigotas, pelo 
que a sua remoção impediria a sobrevivência dos parasitas. 
A elevada variação inter-ensaio observada com o Picogreen® poderá dever-se  
à interferência de algumas moléculas presentes nos fármacos Miltefosine e 
Glucantime,® na intercalação do fluorocromo no DNA parasitário. Esta interferência 
foi observada por Corbett et al. (2004) ao utilizarem o Picogreen® para avaliar a 
inibição do crescimento de Plasmodium falciparum por diferentes fármacos. 
A contagem microscópica será de difícil implementação como técnica de 
rotina para determinação da susceptibilidade de isolados clínicos devido à 
necessidade de determinar o número de parasitas viáveis em diluições seriadas dos 
fármacos, tornando-a muito trabalhosa e demorada (Fumarola et al., 2004).  
Neste estudo, verificou-se a reprodutibilidade da técnica XTT descrita por 
Williams et al. (2003) após testarem a susceptibilidade de L. mexicana a extractos de 
plantas pelo que se optou pela sua utilização nos nossos ensaios. 
 O sistema que utiliza as formas promastigotas para determinação da 
citotoxicidade aos diferentes fármacos tem como vantagens a facilidade de obtenção 
de grandes quantidades de parasitas e a rapidez de execução e leitura. Porém, o 
sistema amastigota-macrófago tem maior semelhança com o que se passa na infecção 
in vivo.  
A percentagem de macrófagos, obtidos através dos monócitos do sangue 
periférico humano (PBM), infectados com as estirpes de L.infantum IMT151 e 
IMT373 foi de 55.0% e 62.0% respectivamente. Estes resultados foram semelhantes 
aos resultados obtidos por Berman et al. (1979) e Ogunkolade et al. (1990) ao 
utilizarem macrófagos provenientes de PBM humano, infectados com formas 
amastigotas de Leishmania donovani e promastigotas de L.infantum. Apesar destes 
macrófagos terem a vantagem de não se multiplicarem, quando utilizados em ensaios 
in vitro originam uma baixa prevalência de infecção com Leishmania. Uma outra 
desvantagem reside no facto que é bastante complicado obter uma quantidade 
suficiente destes macrófagos frescos, sendo um ensaio moroso (8 dias), onde só a 
diferenciação dos monócitos em macrófagos demora cerca de 6 dias. Por outro lado 
os ensaios realizados com a linha celular humana U937 e com os macrófagos 
peritoneais (IP) demoram apenas 5 dias.  
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Os modelos de macrófagos da linha celular canina DH82 e PBM foram 
estatisticamente menos permissivos à infecção por ambas as estirpes de L.infantum e 
demonstraram menor intensidade de infecção que os outro modelos de macrófagos 
utilizados, nomeadamente U937, IP e macrófagos derivados de células precursoras da 
medula óssea (BM). Tendo em conta os estudos publicados até à actualidade, esta 
parece ser a primeira vez que as células da linha celular canina DH82 foram utilizadas 
para estudar in vitro a permissividade aos parasitas. 
A percentagem de infecção com L.infantum nos macrófagos IP foi de 69.0% 
com a estirpe IMT151 e de 72.0% com a estirpe IMT373. Adinolfi & Bonventre 
(1985) infectaram macrófagos IP com cinco amastigotas de L. donovani por célula, 
obtendo cerca de 90% de macrófagos infectados. Uma vez que foi utilizado o mesmo 
número de parasitas para infectar cada célula, as diferenças obtidas entre os 
resultados devem-se, provavelmente, à diferente capacidade de infecção entre as duas 
formas do ciclo de vida do parasita. No entanto a infecção com amastigotas implica a 
manutenção de um elevado número de animais de laboratório com leishmaniose. 
Apesar da permissividade dos macrófagos do PBM e da BM à infecção com 
as 2 estirpes de L.infantum (76.0% para a IMT151 e 66.0% para a IMT373), estes 
dois modelos são pouco práticos devido à variedade de células presentes no lavado 
peritoneal assim como à quantidade de macrófagos necessários para os ensaios in 
vitro. Além do mais a manutenção de um elevado número de animais infectados 
torna-se bastante dispendiosa e levanta problemas éticos relacionados com o bem 
estar animal.  
A linha U937 mostrou-se bastante susceptível à infecção por ambas as estirpes 
de L.infantum (70.0% para a IMT151 e 73.0% para a IMT373). Bosque et al. (1998) 
obtiveram resultados semelhantes ao infectarem cada célula U937 com 40 
promastigotas de L. panamensis. Este resultado poderá estar relacionado com o 
tropismo das estirpes. Geralmente a infecção com estirpes cutâneas é confinada à 
pele, enquanto que as estirpes viscerais dispersam-se para todo o sistema 
mononuclear fagocitário invadindo os órgãos internos através dos monócitos do 
sangue periférico.  
Para os quatro fármacos em estudo a dose máxima tolerada obtida pela linha 
celular humana U937 sugere que este é um bom modelo para ensaios in vitro, uma 
vez que esta linha celular é tolerante a altas concentrações de fármacos. 
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Em relação às estirpes de L.infantum utilizadas na infecção dos cinco tipos de 
macrófagos, verificou-se que ambas apresentaram um comportamento semelhante. A 
estirpe IMT151, isolada de um caso de leishmaniose visceral humana, exibiu a 
mesma capacidade de infectar tanto macrófagos humanos como macrófagos caninos. 
Em comparação com a estirpe humana, não foi observada qualquer preferência na 
infecção da linha celular canina com a estirpe canina IMT373. Os nossos resultados 
estão de acordo com os obtidos por Méndez et al. (1996) ao utilizarem quatro estirpes 
de L.infantum, duas isoladas de cães e duas isoladas de humanos, para infectar 
macrófagos peritoneais de BALB/c. Apesar do tipo de células ser diferente das por 
nós utilizadas, não observaram quaisquer diferenças na percentagem e intensidade de 
infecção entre as várias estirpes de L.infantum. 
Após análise dos resultados, utilizou-se a linha celular U937 para prosseguir 
os ensaios com as seis estirpes de Leishmania em estudo.  
Em ambos os sistemas as estirpes humanas IMT369 e IMT184 foram as que 
apresentaram o IC50 mais elevado para o Glucantime® reflectindo o que se pasou in 
vivo; ambas as estirpes foram isoladas em casos de leishmaniose visceral humana em 
que o tratamento com antimoniais fracassou. A estirpe que necessitou menos fármaco 
para reduzir em 50% o número de parasitas viáveis foi a IMT151 isolada de um 
indivíduo imunocompetente que curou após terapia. Estes resultados são discordantes 
aos obtidos por Sharief et al. (2006), os quais não observaram diferenças na 
susceptibilidade dos promastigotas de L. donovani ao Pentostam® entre estirpes 
isoladas de indivíduos que responderam ao tratamento com este antimonial e os que 
foram refractários à terapêutica.  
A estirpe IMT373 isolada de um cão sem tratamento foi a que apresentou o 
maior IC50 para o Glucantime®. Tendo em conta os resultados obtidos com a estirpe 
IMT373 no modelo animal (canino e roedor) assim como no vector, podemos 
concluir que esta se assemelha ao observado na Natureza, também as estirpes caninas 
isoladas de animais não tratados, responsáveis pela doença no animal, são pouco 
suceptíveis à acção do fármaco utilizado na 1ª linha do tratamento da leishmaniose 
canina. Apesar do cão a partir do qual se isolou esta estirpe não ter sido tratado, o seu 
IC50 para o Glucantime® foi superior à da isolada do indivíduo imunocompetente 
(no sistema promastigota e no sistema amastigota-macrófago), reforçando a ideia 
defendida por outros autores de que este fármaco não será o mais indicado para o 
tratamento da leishmaniose canina ao não eliminar por completo o parasita facilitando 
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desta forma o desenvolvimento de estirpes resistentes (Gramiccia et al., 1992; Sereno 
et al., 2001a; Carrió & Portús, 2002).  
Piñero et al. (2002) compararam o IC50 para o Fungizone® em isolados 
obtidos antes e após o tratamento com Glucantime® e verificaram que a concentração 
de anfotericina B necessária para reduzir em 50% o número de parasitas viáveis foi 
superior nas recidivas concluindo haver um certo grau de resistência cruzada entre 
estes dois fármacos. Esta poderá ser a razão porque a estirpe IMT369, refractária ao 
tratamento com Glucantime® e com o maior IC50 para este fármaco, foi também a 
que necessitou de uma maior concentração de Fungizone® para reduzir em 50% os 
parasitas viáveis em ambos sistemas. Por outro lado, Durand et al. (1998) verificaram 
que as estirpes isoladas do mesmo doente imunodeprimido após tratamento com 
anfotericina B ficaram mais susceptíveis à sua acção concluindo que a a ineficácia do 
tratamento se deve à imunodepressão do sistema imunitário do hospedeiro e não à 
presença de parasitas resistentes. No nosso estudo, as duas estirpes isoladas do 
mesmo indivíduo imunodeprimido apresentaram um IC50 semelhante para o 
Fungizone®. A manutenção do IC50, mesmo após a estirpe IMT211 ter sido isolada 
durante o início do tratamento com Fungizone®, poderá ser explicada pela presença 
de L. major, que é menos susceptível à anfotericina B do que as estirpes 
viscerotrópicas (Escobar et al., 2002). 
A anfotericina B é raramente utilizada no tratamento da leishmaniose canina 
não havendo um elevado contacto das estirpes de L. infantum com o fármaco podendo 
ser essa a razão da estirpe IMT373 ter sido a que apresentou o menor IC50 para o 
Fungizone®. O facto da estirpe IMT352 apresentar o segundo maior IC50 poderá ser 
devido à selecção de parasitas ocorrida in vivo pelo tratamento do animal com 
alopurinol e levamisol. 
Apesar do IC50 do miltefosine para as estirpes caninas serem menores do que 
para as humanas (excepto para os promastigotas da IMT184), deve-se evitar a sua 
utilização no tratamento da leishmaniose canina, de modo a prevenir o aparecimento 
de estirpes resistentes que possam ser transmitidas para o ser humano uma vez que, 
tal como acontece com o Glucantime®, este fármaco não leva à eliminação total da 
carga parasitária (Miró et al., 2007b; Alvar et al., 2008).  
Apesar do alopurinol ser utilizado na 1ª linha de tratamento da leishmaniose 
canina, o elevado IC50 obtido para as estirpes caninas demonstra que este fármaco 
não deve ser utilizado como monoterapia, o que também é defendido por 
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Saridomichelakis et al. (2005) ao verificar que a administração periódica deste 
composto não evita o aparecimento de recidivas. Outros autores (Gradoni et al., 1996; 
Ribera et al., 1995; Croft et al., 2006) verificaram que as recidivas também não foram 
evitadas em indivíduos imunodeprimidos com a utilização do alopurinol como 
profilaxia secundária. Neste estudo verificámos que as estirpes humanas tratadas com 
este fármaco apresentaram IC50 elevados. 
A heterogeneidade observada tanto no sistema de promastigotas axénicos 
como no sistema amastigota-macrófago nas cinco estirpes analisadas aos quatro 
fármacos poderá estar relacionado com a sua origem. Neste estudo foram utilizadas 
estirpes isoladas de diferentes hospedeiros uma de um canídeo sem tratamento 
(IMT373) e as outras quatro isoladas de humanos, duas de indivíduos 
imunocompetentes (IMT151 e IMT369) e duas isoladas do mesmo indivíduo 
imunodeprimido, uma antes de ter sido efectuado tratamento (IMT184) e a outra após 
tratamento com Glucantime® e Fungizone® (IMT211). 
Os modelos in vitro utilizados para o estudo da susceptibilidade aos fármacos 
anti-Leishmania são muito heterogéneos em relação às várias espécies de Leishmania, 
à forma parasitária (promastigotas, amastigotas axénicos e amastigotas intracelulares) 
e às condições de cultura utilizadas. Assim, os resultados obtidos podem diferir muito 
entre si dificultando a comparação e a correlação destes modelos com a resposta in 
vivo (Carrió & Portús, 2002). Apesar de Rijal et al. (2007) defenderem que a relação 
entre os fenótipos obtidos in vitro e a resposta clínica não ser muitas das vezes linear 
pondo em causa a existência hoje em dia algum sistema in vitro com valor 
prognóstico, vários autores (Bhattacharryya et al., 2002; Dube et al., 2005; Croft et 
al., 2006) defendem a utilização do sistema amastigota-macrófago como melhor 
modelo de aproximação com a resposta clínica. No entanto, Carrió et al. (2001) 
observaram uma correlação entre os resultados obtidos através dos dois sistemas. 
Estes resultados são semelhantes aos observados com as estirpes IMT373, IMT184 e 
IMT369. A correlação positiva entre os IC50 obtidos com as duas formas do parasita 
assim como a associação observada com a resposta dos doentes ao tratamento nos 
permite concluir que, apesar de os modelos in vitro não serem totalmente eficazes a 
antever a resposta terapêutica, podem ser usados como um indicador da 
susceptibilidade da estirpe in vivo aos fármacos. Tendo em conta que não se 
observaram diferenças significativas entre os IC50 obtidos com ambos os sistemas, e 
sabendo da dificuldade laboriosa de utilizar o sistema amastigota-macrófago (Sereno 
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et al., 2007), é preferível usar o sistema de promastigotas axénicos como indicador da 
susceptibilidade dos isolados de Leishmania aos fármacos utilizados nas terapêuticas 
humana e canina. 
A anfotericina B tem sido utilizada sobretudo após falha terapêutica com os 
antimoniais e em casos de co-infecção Leishmania/HIV, estes últimos ocorrendo 
principalmente no Sudoeste da Europa. Apesar de existirem poucos estudos acerca da 
emergência de resistência do parasita a este fármaco (Croft et al., 2006), a 
possibilidade do aparecimento de estirpes resistentes não deve ser minimizada, tendo 
em conta que a percentagem de cura nos indivíduos imunodeprimidos varia entre os 
58.0 e 82.0% com frequentes recaídas (Alvar et al., 2008). Seleccionaram-se estirpes 
quimio-resistentes in vitro por exposição prolongada de promastigotas a doses 
crescentes de Fungizone®. A indução de resistência nas formas promastigotas deve-
se à maior facilidade de ser obtida e analisada (Seifert et al., 2007).  
A adaptação inicial dos promastigotas à pressão do fármaco foi lenta, os 
parasitas necessitavam de cerca de um mês para se adaptarem ao meio com fármaco. 
A escolha da concentração 160ng/ml deveu-se ao facto de que a partir da 
concentração de 80ng/ml de Fungizone®, as estirpes cresciam a um ritmo rápido, sem 
que a pressão do fármaco afectasse a densidade parasitária. Cauchetier et al. (2002) 
observaram que os promastigotas de L. infantum resistentes à atovaquona 
apresentavam um ritmo de crescimento duas vezes mais rápido que a estirpe 
selvagem. Morfologicamente os parasitas R160 na fase estacionária do crescimento 
apresentaram uma forma mais ovalada do que os selvagens. Silva et al. (2004) e Al-
Mohammed et al. (2005) também observaram que os promastigotas de L. mexicana 
resistentes à anfotericina B ou à glibenclamida apresentavam respectivamente 
inclusões lipídicas na bolsa flagelar e um maior comprimento e um maior volume. 
Após indução da resistência ao Fungizone®, determinou-se o IC50 dos 
promastigotas (estirpes R160) aos quatro fármacos e verificou-se que todas, excepto a 
IMT151R160, ficaram menos susceptíveis a este fármaco enquanto que relativamente 
ao Glucantime®, apenas as estirpes provenientes do doente imunodeprimido 
(IMT184R160 e IMT211R160) necessitaram uma maior concentração para reduzir 
em 50% os parasitas viáveis. A pressão do fármaco pode ter levado à selecção de 
parasitas com um menor poder de adaptação a situações de stresse (Natera et al., 
2007). As estirpes IMT184R160 e IMT373R160 mostraram menor susceptibilidade 
ao miltefosine. A resistência cruzada entre antimoniais, anfotericina B e miltefosine 
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foi também observada por Vergnes et al. (2007) em isolados de L. donovani. A 
diminuição da susceptibilidade das estirpes isoladas de indivíduos imunodeprimidos 
aos fármacos utilizados na 1ª linha de tratamento poderá facilitar a dispersão de 
parasitas multiresistentes. Os doentes co-infectados são uma fonte de parasitas 
quimio-resistentes devido a não responderem ao tratamento (Alvar et al., 2008). A 
dispersão destas leishmanias é facilitada em indivíduos toxicodependentes de drogas 
endovenosas, havendo transmissão de parasitas através da partilha de agulhas (Croft 
et al., 2006; Alvar et al., 2008). 
Os parasitas IMT373R160 foram utilizados para infectar a linha humana U937 
verificando-se que estes parasitas mantêm a capacidade de infectarem in vitro os 
macrófagos. Mbongo et al. (1998) obtiveram o mesmo resultado quando infectaram 
macrófagos peritoneais de murganho com promastigotas de L. donovani resistentes à 
anfotericina B. A infecção das células U937 com a estirpe IMT373R160 demonstrou 
ainda que o fenótipo de resistência da forma promastigota é mantido na forma 
amastigota uma vez que estes parasitas foram menos susceptíveis a todos os 
fármacos. Seifert et al. (2007) obtiveram resultados semelhantes quando induziram 
resistência ao miltefosine em promastigotas de L. donovani. A necessidade de uma 
maior concentração de todos os fármacos para diminuir para metade o número de 
amastigotas viáveis da estirpe IMT373 tratada com anfotericina B reforça a ideia de 
que o tratamento do reservatório canino da leishmaniose visceral zoonótica não deve 
ser efectuado com os mesmos compostos que o ser humano de modo a evitar o 
aparecimento e consequente transmissão de parasitas resistentes ao Homem.  
Sabe-se que os promastigotas resistentes à anfotericina B apresentam 
alterações na composição química da sua membrana (Al-Mohammed et al., 2005). 
Neste estudo a alteração da membrana parece ter permitido que esta ficasse mais 
permeável à entrada do alopurinol pois todas as estirpes R160 ficaram mais 
susceptíveis à sua actividade enquanto que para os outros fármacos parece ter 
interferido com o seu mecanismo de acção, afectando a sua eficácia. 
As sequências do gene mdr de cada estirpe na sua forma selvagem (WT) e 
tratada com 160ng/ml de AMB (R160) foram alinhadas de modo a serem 
comparadas. Pela análise foram encontradas  alterações pontuais entre as sequências 
das amostras das estirpes selvagens e resistentes. Alterações na sequência do mdr 
podem levar à formação de diferentes aminoácidos, podendo originar uma proteína 
diferente ou menos funcional, sugerindo que a sua função possa ser alterada. De 
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facto, Chow & Volkman (1998) sugerem que mutações no gene mdr podem resultar 
no aumento de resistência ao fármaco. Um estudo semelhante ao aqui descrito foi 
desenvolvido por Henderson et al. (1992) com L. donovani, em que os autores 
observaram que a amplificação do gene mdr revelava de L. donovani de resistência 
cruzada a vários fármacos. Singh et al. (2001) também observaram alterações neste 
gene em L. tarentolae resistente à AMB.  
A mutação presente nas formas em que foi induzida resistência à anfotericina, 
deu origem ao mesmo aminoácido presente na IMT352WT, isolada do cão sujeito a 
tratamento com alopurinol, sugerindo, tal como por nós observado no sistema de 
promastigotas axénicos, uma possível associação entre a resistência à AMB e uma 
maior susceptibilidade à acção deste fármaco. 
Para verificar se a resistência induzida era estável determinou-se o IC50 das 
estirpes IMT151S e IMT373S quatro semanas após a remoção da pressão do 
Fungizone®. No caso da estirpe isolada do indivíduo imunocompetente o fenótipo de 
resistência ao Fungizone® foi mantido. A manutenção do fenótipo ao fármaco ao 
qual se induziu resistência também observado por Cauchetier et al. (2002), Bories et 
al. (2008) e Seifert et al. (2007) utilizando L. infantum e atovaquona, L. donovani e 
sitamaquina ou L. donovani e miltefosine. Contudo, a estirpe canina IMT373S perdeu 
o fenótipo de resistência em relação ao miltefosine, alopurinol e Fungizone®. A 
perda da resistência após remoção da pressão do fármaco pode ser devida a um 
fenótipo de resistência instável ou à redistribuição entre os clones sensíveis e 
resistentes da população parasitária (Sereno & Lemesre, 1997). Segundo Agnew et al. 
(2001) a perda do fenótipo de resistência por interacção entre clones sensíveis e 
resistentes leva à rápida substituição da estirpe resistente, limitando a sua manutenção 
e persistência. Os resultados obtidos na infecção experimental de murganhos com a 
estirpe IMT373R160 demonstraram que, no dia 56 após inoculação, todos os animais 
estavam infectados, enquanto que no grupo IMT373 apenas em 50% dos animais se 
detectaram parasitas. 
A apoptose ou morte celular programada (MCP) é um processo regulado 
bioquimicamente, normalmente induzido quando a célula é danificada, sujeita a uma 
situação de stresse ou quando começa a proliferar de uma forma descontrolada. A 
apoptose em infecções por Leishmania, para além de permitir que o parasita controle 
o seu número no interior da célula hospedeira, de modo a evitar a indução de uma 
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resposta imune, pode ocorrer como resposta aos compostos anti-Leishmania (Lee et 
al., 2002; Verma & Dey, 2004; Shaha, 2006).  
Em nenhuma das estirpes estudadas houve eliminação total dos parasitas, 
mesmo com as concentrações mais elevadas dos diferentes fármacos.  
A MCP por acção dos antimonias foi verificada em promastigotas de L. 
donovani (Lee et al., 2002) e amastigotas axénicos de L. infantum (Sereno et al., 
2001b). Resultados semelhantes foram obtidos por Sudhandiran & Shaha (2003) e 
Holzmuller et al. (2002) em amastigotas intracelulares onde estes compostos levaram 
à fragmentação do DNA parasitário. No nosso estudo apenas a estirpe IMT184 e 
IMT373R160 apresentaram um maior número de parasitas apoptóticos na 
concentração mais elevada de Glucantime®. As estirpes IMT184, IMT373 e 
IMT373R160 apresentaram um maior número de parasitas em apoptose na 
concentração mais elevada de Fungizone® e as estirpes IMT373 e IMT373R160 com 
o miltefosine. Com o alopurinol apenas a estirpe IMT373R160 apresentou um 
elevado número de leishmanias apoptóticas.  
Das nossas observações pode-se concluir que, embora a estirpe IMT373R160 
tenha apresentado um elevado número de amastigotas apoptóticos na presença de 
todos os fármacos, a apoptose não parece ser o principal mecanismo pelo qual os 
parasitas sobrevivem em contacto com os compostos. Estes resultados são 
discordantes aos obtidos por Vergnes et al. (2007) em que a estirpe de L. donovani 
resistente aos antimoniais apresentava um menor número de parasitas em apoptose na 
presença de anfotericina B e miltefosine. A diferença pode residir na resistência ter 
sido por induzida in vitro e também por se ter utilizado Fungizone® e não 
antimoniais.  
O padrão da produção de citocinas pode influenciar a susceptibilidade ou 
resistência à doença. O TNF-α desempenha um papel importante no controlo da 
infecção, ao agir sinergisticamente com o IFN-γ na activação dos macrófagos para a 
produção da enzima iNOS e consequente destruição do parasita (Liew et al., 1990; 
Bogdan et al., 1990a). A produção de TNF-α encontra-se reduzida em macrófagos 
infectados, em comparação com células não infectadas (Reiner, 1987; Descoteaux & 
Matlashewski, 1989; Carrera et al., 1996). Contrariamente, as citocinas anti-
inflamatórias IL-10 e TGF-β parecem contribuir para o estabelecimento da infecção. 
Macrófagos infectados por Leishmania tendem a aumentar a produção daquelas 
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citocinas, conduzindo a uma diminuição da sua capacidade leishmanicida (Barral et 
al., 1993; Bogdan & Nathan, 1993; Stenger et al., 1994).  
Neste trabalho, a produção de IL-10 pelos macrófagos infectados com as 
estirpes de Leishmania estudadas foi superior nas células infectadas não tratadas. A 
produção desta citocina foi diminuindo à medida que as células eram tratadas com 
concentrações mais elevadas de fármaco. A estirpe IMT369 foi a única cujo aumento 
da concentração de miltefosine não foi acompanhado por uma redução expressiva da 
produção desta citocina.  
Com excepção das estirpes IMT373 e IMT151, a maior concentração de 
Glucantime® foi acompanhada pela maior produção de TNF-α, o que está de acordo 
com o observado por Jha (2006) de que a acção dos antimoniais depende da resposta 
Th1 do hospedeiro. Apesar de vários autores (Tokuda et al., 1993; Mozaffarian et al., 
1997; Vonk et al., 1998; Kolodziej et al., 2001) terem concluido que a anfotericina B 
leva ao aumento da produção de TNF-α pelos macrófagos infectados com diferentes 
microrganismos, neste estudo, o mesmo não foi observado de um modo expressivo 
com o aumento da concentração de Fungizone®. Uma das razões poderá ser a 
verificada por Rogers et al. (1998), de que o pico de expressão de TNF-α é 4 horas 
após contacto com a anfotericina B e os nossos sobrenadantes só terem sido 
recolhidos 24 horas após tratamento das células com os diferentes fármacos. 
A terapia combinada com agentes que aumentem a resposta celular Th1 e/ou 
que estimulem directamente a acção dos macrófagos ou com compostos que 
neutralizem ou bloqueiem os seus mecanismos supressores poderão ser estratégias a 
utilizar futuramente de modo a aumentar a eficácia do tratamento com controlo da 
infecção (Murray, 2001; Jha, 2006). De modo a verificar se a acção sinérgica de 
imunoestimuladores/imunoinibidores com os compostos utilizados no tratamento da 
leishmaniose incrementaria a sua eficácia, Rijal et al. (2007) defendem que os 
sistemas in vitro devem ser ajustados de modo a incluir algumas citocinas que 
mimetizem a acção do sistema imunitário.  
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6. Conclusões 
 
No presente estudo caracterizou-se a infecção experimental do modelo canino 
concluindo-se que, a inoculação por via endovenosa de formas amastigotas de 
Leishmania infantum permite o estabelecimento rápido e consistente da infecção, 
sendo o modelo ideal para o estudo da patogénese, assim como para a avaliação de 
novos produtos terapêuticos e imunoprofilácticos. Para a avaliação de moléculas 
candidatas a (imuno)terapia a determinação de anticorpos específicos assim como a 
detecção do parasita por técnicas moleculares são parâmetros eficazes para identificar 
a infecção e acompanhar a evolução. Apesar do baço se revelar o órgão mais 
infectado, a biópsia aspirativa do gânglio ou da medula óssea são amostras 
alternativas eficazes e menos invasivas. Através da análise da resposta imunitária 
verificou-se que a resposta mista Th1/Treg permite que os animais não apresentem 
sinais evidentes, embora não seja suficiente para a completa eliminação do parasita. 
Embora não se tenham observado, de um modo geral, sinais clínicos dermatológicos a 
detecção de leishmanias na pele demonstrou a importância dos cães assintomáticos na 
potencial transmissão do parasita. 
 
 
A infecção experimental do modelo murino através da co-inoculação de saliva 
do vector Phlebotomus perniciosus com estirpes de L. infantum selvagem ou tratada 
com anfotericina B permitiu concluir que a inoculação por via intradérmica permitiu a 
visceralização da infecção, aproximando-se ao que ocorre na Natureza, e que a saliva, 
foi responsável por antecipar a disseminação dos parasitas para os órgãos internos, 
embora não tenha  correspondido a uma maior gravidade da infecção. Tendo em 
conta que a resposta imunitária celular foi estabelecida localmente para cada órgão 
em interacção com o parasita, pode-se concluir que a avaliação da resposta imunitária  
deverá  ser determinada nos diferentes tecidos, e que não existe apenas um órgão com 
valor prognóstico da infecção. Os resultados sugeriram que a expressão da citocina 
pro-inflamatória TNF-α parece estar associada com a activação dos macrófagos e 
consequente controlo da multiplicação dos parasitas nos diferentes tecidos. Segundo o 
nosso conhecimento este foi o primeiro estudo em que parasitas de L. infantum 
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tratados com AMB conseguiram infectar e visceralizar no modelo murino. A presença 
dos parasitas na pele permite equacionar a possibilidade de na Natureza ocorrer 
selecção de isolados resistentes ao fármaco e a sua transmissão.  
 
 
Através da infecção experimental de P. perniciosus e L. longipalpis com 
promastigotas de L. infantum tratados ou não com anfotericina B verificou-se que os 
parasitas tratados têm um desenvolvimento mais lento e uma menor capacidade de 
colonizarem o vector apontando para uma menor probabilidade de estirpes resistentes 
a este fármaco serem transmitidas na Natureza. Os resultados deste estudo sugerem 
que o tratamento com AMB constituirá uma medida favorável à prevenção e controlo 
da transmissão da infecção através do bloqueio do ciclo de vida do parasita. 
 
 
Outro dos objectivos deste estudo foi optimizar um modelo in vitro para testar 
a susceptibilidade de estirpes de Leishmania aos fármacos mais utilizados na 
terapêutica humana e canina (Glucantime®, Fungizone®, Miltefosine e Alopurinol). 
Através do estudo de permissividade dos cinco diferentes tipos de macrófagos à 
infecção pelas estirpes de L.infantum canina e humana analisadas, concluiu-se que a 
linha celular humana U937, os macrófagos peritoneais de Balb/c e os macrófagos 
derivados da medula óssea desta estirpe de murganhos foram os mais susceptíveis à 
infecção. Contudo, a linha celular U937 ao ser de obtenção menos morosa e 
dispendiosa que os outros tipos de macrófagos foi a escolhida para analisar in vitro a 
susceptibilidade das formas amastigotas de Leishmania aos fármacos em estudo. 
Desta forma evita-se também o sacrifício de um elevado número de animais assim 
como problemas de ordem ética relacionados com o bem estar animal. Após 
optimização dos dois sistemas (amastigota-macrófago e promastigotas axénicos), 
determinou-se a susceptibilidade das  estirpes de Leishmania em estudo aos diferentes 
compostos terapêuticos. Por comparação dos resultados obtidos com ambos os 
sistemas verificou-se não haver diferenças significativas entre eles, pelo que a 
utilização do sistema de promastigotas axénicos poderá ser uma boa escolha devido a 
ser mais rápido e menos moroso.  
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A heterogeneidade observada nos IC50 das cinco estirpes analisadas, em 
relação aos quatro fármacos, poderá estar relacionado com as características 
intrínsecas de cada estirpe. Contudo, tendo em conta os resultados obtidos pode-se 
concluir que (i) as estirpes caninas isoladas de animais não tratados são pouco 
suceptíveis à acção dos antimoniais reforçando a ideia de que este fármaco não será o 
mais indicado para o tratamento da leishmaniose canina ao não eliminar por completo 
o parasita facilitando o aparecimento de estirpes resistentes e (ii) a diminuição da 
susceptibilidade das estirpes isoladas de indivíduos imunodeprimidos aos fármacos 
utilizados na 1ª linha de tratamento poderá facilitar a dispersão de parasitas 
multiresistentes.  
Apesar de não ter havido eliminação total dos parasitas, a produção da IL-10 
foi menor nas células tratadas mostrando que os compostos conseguem suprimir a 
produção desta citocina inibidora da activação dos macrófagos pelo que a 
imunoterapia com compostos que neutralizem ou bloqueiem os mecanismos 
supressores da acção dos macrófagos poderá ser uma estratégia a utilizar futuramente 
de modo a aumentar a eficácia do tratamento.  
A selecção de estirpes quimio-resistentes in vitro interferiu com a 
susceptibilidade do parasita à acção dos fármacos, verificando-se uma menor eficácia 
dos compostos. A única excepção foi o Alopurinol. A alteração da membrana 
permitiu que esta ficasse mais permeável à entrada deste fármaco. A verificação da 
existência de resistência cruzada entre os fármacos utilizados na 1ª linha de 
tratamento reforça a necessidade de se testarem combinações terapêuticas e de se 
desenvolverem novas moléculas anti-Leishmania.  
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